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I] n’existe pas actuellement de méthode générale d’évaluation 
du pouvoir pathogéne des brucelles; plus précisément, on ne 
posséde pas de test expérimental permettant de dire que telle 
brucelle prise au hasard mérite l’appellation de vaccin, tandis que 
telle autre doit étre considérée comme un germe pleinement viru- 
lent ou d’une virulence insuffisamment affaiblie pour entrainer 
la présomption d’innocuité. 

Il y a la une lacune regrettable en soi, et que pourraient 
déplorer les services chargés du contréle des vaccins vétérinaires, 
puisqu’aussi bien, l’usage s’est établi d’immuniser les bovidés 
contre ]’avortement épizootique au moyen de cultures vivantes de 
brucelles et que des rechérches sont en cours pour appliquer une 
semblable méthode a la protection des petits ruminants contre la 
fiévre de Malte. Le risque que comporte l’emploi de cultures 
vivantes en médecine vétérinaire ne concerne pas seulement les 
espéces animales traitées; il s’étend aux personnes exposées a 
des contacts avec elles, car les germes inoculés sont susceptibles 
de s’éliminer par des voies diverses et notamment par la mamelle. 

Sur Je plan clinique, le pouvoir pathogéne des brucelles est 
une propriété difficile 4 apprécier dans le cadre d’un laboratoire 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 octobre 1955, 
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parce que la pratique usuelle de l’expérimentation ne se préte 
pas A la mise en évidence et A |’évaluation qualitative des mani- 
festations objectives de ce pouvoir pathogéne: les accidents de 
parturition et les troubles de la féconditeé. 

Il resterait a rechercher s’il n’existe pas dans la biologie des 
brucelles quelque critére expérimental lié a leur pouvoir patho- 
géne naturel et variable avec lui, ce critére ne s’appliquant pas 
seulement A une souche déterminée pour laquelle il aurait été 
établ, mais pouvant étre appliqué a l’un quelconque des germes 
du genre. 

C’est dans cet esprit que nous nous sommes proposé d’étudier 
lun des caractéres de |’infectiosité des brucelles pour le cobaye : 
la persistance de la septicémie conséculive a4 l’inoculation d’une 
suspension microbienne. Et nous avons choisi, comme souche de 
référence, la B.19 dont il est bien établi qu’elle est a la fois 
dépourvue de nocivité et douée d’un haut pouvoir vaccinant. 

Ces germes ont été cultivés, selon leurs prédilections, sur 
gélose a la macération de viande peptonée, ou sur gélose a 1|’infu- 
sion de pomme de terre, en aérobiose ou en présence de COQ,. 
Aprés deux ou trois jours de culture 4 l’étuve on préparait une 
suspension en eau physiologique ; la teneur des suspensions en 
brucelles a été le plus souvent voisine de 10 milliards de germes 
au millilitre pour les souches pathogénes et de 30 milliards pour 
les souches atténuées; quelques écarts marqués feront l’objet 
de mentions particuliéres. 

L’expérimentation a porté sur 4 souches pathogénes de Br. 
abortus issues de foetus de vaches, sur 7 souches vaccinales ou 
seulement atténuées, en quelque mesure, de Br. abortus, et, 
a titre d’indication comparative sur une souche de Br. melitensis 
pathogéne issue d’un foetus de brebis (1). 

Chaque expérience comportait lemploi d’un certain nombre 
de cobayes femelles de 500 g et chaque animal recevait par voie 
hypodermique, en deux points, 2 ml au total de la suspension 
microbtenne. Dans la suite, a des intervalles déterminés, on 
saignait plusieurs de ces cobayes par ponction cardiaque, puis, 
de chaque échantillon de sang on portait 1 ml sur gélose et 1 ml 
en bouillon, ces milieux étant de méme composition que les 
milieux de culture de la souche étudiée et placés dans des condi- 
tions favorables a sa multiplication. 

Nous avons réuni l’essentiel des observations dans les trois 
tableaux ci-joints. Leur lecture permet de dégager les constata- 
flons suivantes : 


(1) Nous exprimons ici nos vifs remerciements au D* Stableforth de 
Weybridge et au D*? Renoux, de Tunis, a l’obligeance desquels nous 
devons d’avoir disposé des souches anglaises 8. P. A., P. H., 45/0 et 
45/20 et de la souche B. 112. 
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1° Quelle que soit la souche envisagée : souche sauvage issue 
d’un foetus ou souche entiérement dépourvue de pouvoir patho- 
gene et bien fixée dans son atténuation comme la souche B.19, 
la septicémie est déja décelable une heure aprés Vinoculation ; 
elle est intense et le reste pendant quelques heures ; elle per- 
siste, moins intense toutefois chez la majorité des cobayes pen- 
dant deux ou trois jours; mais, et c’est ici qu’une différence 
apparait, chez les cobayes ayant recu la souche vaccinale, elle 


Tasteau Il. — Les prises de sang ont été effectuées 
sept et quatorze jours aprés l’inoculation. 


1 | 244 rota 


"Br, abortus" 
yaccinale 


B19 


"Br, melitensis" 


caAR oT 


Méme légende que pour le tableau 1. 


s’'atténue et tend a disparaitre ensuite pour disparaitre chez 
presque tous ces animaux aux environs du septiéme jour, tandis 
quelle persiste chez un grand nombre des cobayes qui ont recu 
une souche pleinement pathogéne. 

2° Les hémocultures pratiquées & deux reprises, sept et qua- 
torze jours aprés l’inoculation sont, globalement, positives chez 
le plus grand nombre des cobayes inoculés avec une souche 
pathogéne, et dans un nombre de cas inférieur 4 la moitié chez 
ceux qui ont recu une souche atténuée. 

3° Les hémocultures pratiquées a quatre reprises, sept, qua- 
torze, vingt et un et vingt-huit jours aprés l’inoculation sont, 
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globalement, positives en forte majorité (24/32) chez les cobayes 
inoculés avec une souche pathogéne et en forte minorité chez 
ceux qui ont recu une souche vaccinale; ainsi testée, la 


Tasteau II. — Les prises de sang ont été effectuées 
sept, quatorze, vingt et un et vingt-huit jours aprés l’inoculation. 
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Méme légende que pour le tableau I. 


souche B.112 paraitrait un peu moins atténuée (6/32) que la 
souche B.19 (3/32). La souche de Br. melitensis employée dans 
nos essais, donne lieu a une septicémie persistante chez presque 
tous les cobayes (30/32 aprés quatorze jours, 28/32 aprés vingl- 
huit jours). 
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4° Il n’apparait pas que, d’une maniére générale, la teneur en 
germes de la suspension ait une influence déterminante sur 
intensité et la durée de la septicémie ; c’est ainsi que dans le 
tableau III, les suspensions I et II de B.112 titraient respecti- 
vement 3 et 30 milliards de germes au millilitre, les suspensions I 
et II de B.19 80 et 5 milliards. 


CONCLUSIONS. 


Des expériences rapportées dans cette note nous pensons étre 
fondés A conclure qu’il existe une relation entre le pouvoir patho- 
géne naturel d’une brucelle, ou sa virulence vis-a-vis de l’espéce 
dont elle est issue, et la persistance de la septicémie provoquée 
chez le cobaye par l’inoculation sous-cutanée de cette brucelle. 

Un protocole de contrédle pourrait étre établi qui s’inspirerait 
des données du tableau III ci-dessus. Il comporterait l’inocula- 
tion de 16 cobayes puis, quatre fois de suite, 4 une semaine 
d’intervalle, l’examen de quatre d’entre eux par prise de sang et 
hémoculture dans des conditions appropriées. Toute souche 
donnant cing hémocultures positives ou davantage devrait étre 
considérée comme insuffisamment atténuée pour que son emploi 
soit sans danger. 

Il est certain qu’une méthode de contrédle reposant sur une 
corrélation de cette nature ne serait pas d’une rigueur parfaite, 
mais elle offrirait des garanties appréciables. I] importerait 
quelle soit appliquée selon des régles invariables et dans des 
conditions toujours les mémes (2). 


SUMMARY. 


A relation exists between the natural pathogenicity of a Bru- 
cella or its virulence for the animal species from which it has 
been isolated, and the persistence of the septicemia it causes in 
guinea-pigs after subcutaneous inoculation. 


(2) Le choix de milieux d’ensemencement différents entratnerait une 
modification des normes ; la substitution A l’hémoculture de l’inocula- 
tion du sang a des ceufs embryonnés également ; il faudrait, dans ce 
cas, retarder les prises de sang ou les échelonner davantage dans le 
temps parce que l’ceuf en incubation est un détecteur ordinairement 
plus sensible que les milieux inertes. 


-PHOTO-RESTAURATION DE BACTERIES 
DEPOURVUES DE PORPHYRINES 


par Raymonp LATARJET et Mirxo BELJANSKI (*). 


[Services de Radiobiologie et de Biochimie cellulaire 
de l'Institut Pasteur] (**) 


La photo-restauration de lésions cellulaires produites par les 
rayons UV est un phénoméne trés fréquent, dont le mécanisme 
reste encore inconnu. On ignore notamment quels sont les chro- 
mophores mis en jeu. Les rares spectres d’action obtenus a ce 
jour, dans des conditions expérimentales assez grossiéres (et 
qui semblent d’ailleurs différer d’une espéce cellulaire a une 
autre) ne permettent pas de se faire une opinion motivée sur la 
nature de ces chromophores. Toutefois, Kelner (1] a suggéré que 
le pigment photo-sensible, 4 lorigine du processus restaurateur, 
pourrait étre, dans certains cas au moins, une porphyrine. 
L’observation que nous présentons ici exclut cette hypothése dans 
le cas de la bactérie Escherichia coli. Elle montre que deux 
mutants incapables de synthétiser la proto-porphyrine et ses 
précurseurs porphyriniques sont aussi photo-restaurables que les 
souches sauvages originelles. 


SOUCHES BACTERIENNES. 


A partir des souches B et ML dE. coli, les mutants H inca- 
pables de synthéliser ’hémine ont été isolés selon le procédé 
décrit par Beljanski {2}. Ces mutants poussent en eau peptonée 
glucosée non aérée. Sur peptone gélosée a 37°, ils donnent en 
deux jours des petites colonies aisément dénombrables. Ils ne 
présentent pas trace décelable de catalase, de cytochromes, ni 
méme de molécules a noyau porphyrinique. La lumiére ne favo- 
rise pas leur croissance. Celle-ci est en revanche accélérée par 
la présence d’hémine; les enzymes respiratoires apparaissent 
alors, mais la culture ne recouvre pas pour autant toutes les 
propriétés de la souche d’origine. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 octobre 1955. 
(**) Ce travail a bénéficié de subventions de la « Jane Coffin Child 
Foundation » et de la « Rockefeller Foundation ». 
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Le contenu des bactéries en porphyrines éthéro-solubles a été 
déterminé par la méthode suivante : la poudre acétonique bacté- 
rienne (1,7 g) est mise en suspension dans 20 cm* d’eau addi- 
tionnée de 20 em? d’HCl concentré. On hydrolyse a reflux pen- 
dant trente minutes au bain-marie bouillant. Les porphyrines sont 
alors extraites a l’éther [3], puis a acide chlorhydrique normal. 
L’extrait chlorhydrique est abandonné pendant vingt-quatre 
heures a la température du laboratoire et a Vobscurité. L’expé- 
rience nous a montré qu’au cours de ce séjour, les porphyrines 
restent intactes, tandis que d’autres substances colorées (flavines 
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Fic. 1. — Spectres d’adsorption ;: J. Extrait de coli ML, souche normale ; 


If. Extrait de coli ML, mutant H ; III. Solution d’hématoporphyrine de référence. 


par exemple) se détruisent. La solution est finalement examinée 
quant 4 ses spectres de fluorescence et d’absorption. 

Pour rechercher la présence éventuelle d’uroporphyrine inso- 
luble dans |’éther, nous avons utilisé la méthode de Rimington [4]. 
L’efficacité de cette méthode fut vérifiée sur des hydrolysats de 
mutants H additionnés d’uroporphyrine ou de méthyl-uropor- 
phyrine. 

Les spectres d’absorption (fig. 1) montrent que l’extrait chlor- 
hydrique des bactéries normales contient des porphyrines, avec 
leur maximum caractéristique 4 403 mp, alors qu’aucune bande 
n’apparait chez l’extrait du mutant H. La spectroscopie de 
fluorescence confirme ce fait: la bande caractéristique des por- 
phyrines, centrée sur 590 mp, est nettement dessinée chez 
extrait des bactéries normales, mais n’est pas décelable dans 
Vextrait du mutant H. 
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Les spectres de fluorescence et les mesures d’activité catala- 
sique permettent d’affirmer que, si les mutants H contiennent des 
noyaux porphyriniques, ce contenu est inférieur au 1/500 du 
contenu des bactéries normales. 


IRRADIATIONS. 


A chaque expérience, trois cultures étaient étudiées dans des 
conditions identiques : la souche sauvage, le mutant H_ corres- 
pondant, et ce dernier cultivé en présence d’hémine (20 pg/cm’). 
Ces bactéries poussaient sans aération en milieu synthétique 56 
additionné de 1/20 d’eau peptonée a 1 p. 100. 

Des cultures de trente-six heures étaient repiquées dans du 
milieu frais non aéré. Lorsque la densité de ces nouvelles 
cultures atteignait environ 10® germes/cm*, on les diluait cin- 
quante fois dans un tampon phosphate (milieu 56 sans sucre), ct 
on les irradiait en couche mince (1 mm) constamment agitée. La 
source était une lampe germicide étalonnée [5]. Les doses utilisées 
variérent de 500 4 2000 ergs/mm?. Aussitot aprés l’irradiation, 
ces échantillons étaient dilués dix fois en tampon, puis illuminés 
pendant une a cing minutes 4 10 cm d’une lampe 4a vapeur de 
mercure a haute pression, de 500 watts, 4 enveloppe de verre. 
Les échantillons plongeaient dans un bain refroidi qui empéchait 
tout échauffement. La composition spectrale de la lumiére et les 
doses administrées ont été déja indiquées [6]. Aprés |’illumina- 
nation, on étalait sur peptone gélosée et on dénombrait -les 
colonies aprés deux jours d’incubation 4 87°. 


R&SULTATS. 


1° Toutes les expériences montrent que la restaurabilité des 
mutants H est la méme que celle des souches normales. Dans 
le cas du coli ML, qui est moins restaurable que le coli B, peut- 
étre parce qu’il est colicinogéne inductible, les trois cultures se 
comportent identiquement (fig. 2), tant 4 l’obscurité (méme sensi- 
bilité aux UV) qu’aprés illumination de cinq minutes (méme res- 
taurabilité). 

Avec le coli B, la situation apparait un peu plus complexe (fig. 3) 
du fait que le mutant H résiste plus aux UV que le type sauvage. 
La sélection de ce mutant par de fortes doses de streptomycine [2] 
enrichit probablement la population en types B/r résistants aux 
radiations, dont il existe environ 1 p. 100 dans toute culture 
de B, et dont il semble exister plus de 10 p. 100 chez le mutant H. 
En effet, les résistances aux radiations et aux antibiotiques sont 
fréquemment couplées. Quoi qu’il en soit, la restaurabilité de ce 
mutant est aussi grande que celle des deux autres cultures. 
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_*° La dose d’illumination (cing minutes) utilisée dans les expé- 

riences précédentes est élevée; elle produit une restauration 
proche de la saturation. On peut se demander si les deux souches 
attelgnent aussi aisément cette saturation, c’est-a-dire si le 
mutant H répond aussi bien que le type sauvage a de faibles 
doses de lumiére. L’expérience répond par l’affirmative a cette 
question. Parfois méme, le mutant H est plus rapidement res- 
tauré, ainsi qu’en témoigne le tableau I relatif A une expérience 
sur le coli ML irradié avec 1300 ergs/mm? d’UV. 


TasLeau I. 


RAPPORT DES NOMBRES DE COLONIES 
: : Lumiére/Obscurité 
DURKEE DE L ILLUMINATION 


Souche sauvage ML Mutant H 


2 minutes 
3 minutes. 
5 minutes. 


CONCLUSION. 


Les molécules 4 groupement porphyrique n’influencent pas la 
photo-restaurabilité des bactéries E. coli étudiées. Ce fait entraine 
deux conséquences, valables pour ces bactéries au moins : 

a) Les porphyrines ne représentent pas, de maniére appré- 
ciable, des chromophores mis en jeu dans la photo-restauration. 
Il conviendra de discuter de ce fait lorsqu’on sera en possession 
d’un spectre d’action suffisamment précis de la lumiére sur 
EF, coli. 

b) Les enzymes a activilés catalasiques et peroxydasiques n’inter- 
viennent pas non plus de maniére décelable dans le processus de 
photo-restauration. Celui-ci reste encore indéterminé (Cf. [7)), 
mais nous pouvons dire qu’il ne concerne pas des lésions consé- 
cutives aux actions de peroxydes photo-formés. La photo-restau- 
ration semble donc procéder trés différemment de la restauration 
par la catalase, laquelle consiste essentiellement en une action 
peroxydasique [8]. 


Ce travail a bénéficié de l’aide technique de M. Bernard Muel 
et de M2 Gilberte Hierneaux. Nous les remercions bien sincé- 
rement. 
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SUMMARY. 


Molecules containing porphyric groups do not influence the 
photo-restoration of EF. coli strains studied by the authors. Jn 
consequence, in the case of these strains : 

a) The porphyrins do not appreciably act as chromophores in 
the photo-restoration process. This fact should be discussed 
as soon as a sufficiently precise action spectrum of light on 
FE. coli will be available. 

b) The catalase and peroxydase enzymes do not appreciably 
participate in the photo-restoration process, which remains inde- 
finile. We can only state that this process does not apply to 
lesions due to the activity of photo-formed peroxydes. So it 
seems that photo-restoration is very different from restoration 
by catalase, which is an essentially peroxydase process. 
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METHODE SIMPLIFIEE D'IDENTIFICATION 
DES ENTEROBACTERIACEA 
N’ATTAQUANT PAS RAPIDEMENT LE LACTOSE 


par R. BUTTIAUX, J. MORIAMEZ et J. PAPAVASSILIOU (*) (**). 


(Institut Pasteur de Lille) 


Le diagnostic des genres ou espéces d’Enterobacteriaceae 
lactose O se heurte souvent a des difficultés techniques dans les 
laboratoires non spécialisés. Il nécessite, en effet, la possession 
de nombreux milieux de culture et de sérums ageglutinants de plus 
en plus variés. I] est pourtant indispensable. A cété de ceux 
nettement caraclérisés par leur propriétés biochimiqtiles ou séro- 
logiques, d’autres sont d’identification plus délicate ; dénués Je 
plus souvent d’action agressive pour ’homme ou les animaux, 
ils peuvent étre confondus avec ceux possédant un pouvoir patho- 
géne généralement constant ; c’est le cas, par exemple, pour les 
Bethesda et Salmonella. De récents progrés ont permis de retenir 
des caractéres nouveaux distinctifs pour quelques genres ou 
eroupes d’Entérobactéries. Nous les avons mis a profit pour leur 
identification rapide. Deux d’entre eux sont particuliérement 
importants : 

1° La transformation de la phénylalanine en acide phénylpyru- 
vique. Cette réaction a été décrite par Henriksen [4]; comme te 
pensait cet auteur, nous avons montré {2] qu’elle était caracté- 
ristique du genre Proteus. Avec Singer et Bar-Chay [8], nous 
avons signalé [2] cette transformation, également, chez les Provi- 
dencia ; nous demandons pour cette raison leur inclusion dans le 
genre Proteus sous la dénomination de Proteus stuartit. 

2° Braun [4, 5, 6] a trouvé les Klebsiella capables de cultiver 
en présence d’une quantité déterminée de cyanure de potassium 
alors que les Escherichia coli ne peuvent le faire. Nous avons 
adapté ce phénoméne a la distinction rapide entre Salmonella ct 
Bethesda [7]. Les premiers ne se multiplient pas en présence de 


(*) Travail effectué en partie grace A une allocation de recherches 


de l’Institut National d’Hygiéne. 
(**) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 octobre 1955. 
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KCN; les seconds se développent constamment, au contraire. 
V. Moller [8] a pu le vérifier. 

En retenant ces caractéres et d’autres déja connus, on peul 
simplifier les recherches nécessaires pour lidentification des 
Enterobacteriaceae lactose O. Nous procédons comme suit. 

1° ‘La colonie provenant du milieu d’isolement est ensemencée 
en strie centrale sur la tranche et en piqdre profonde dans le 
culot d’un milieu de Kligler. Il est connu de tous les bactériolo- 
gistes et contient du lactose (10 p. 1 000), du glucose (1 p. 1 000), 
un indicateur de SH, (sulfate ferreux) et de pH (rouge de phénol). 
La fermentation des sucres se traduit par un virage du rouge au 
jaune ; celle du lactose est visible sur la tranche et celle du glucose 
dans le culot; cette derniére s’accompagne ou non de production 
de gaz fragmentant le culot avec plus ou moins d’intensité selon 
la quantité dégagée. La présence de SH, se manifeste par un 
noircissement surajouté. Il est utile d’additionner ce milieu de 
3 p. 1000 d’extrait de levures; on obtient ainsi une meilleure 
culture des formes naines de Salmonella et des mutants d’E. coli 
décrits par Gillespie [9]. 

L’ensemencement du milieu de Kligler doit étre réalisé avec 
un inoculaty prélevé au centre d’une colonie bien isolée sur les 
milieux ot a été porté le produit examiné. En cas de doute, un 
réisolement doit étre pratiqué sur gélose lactosée au bromo- 
crésol-pourpre, par exemple. 

2° Un peu de cette méme colonie est porté dans de leau 
peptonée ordinaire 4 pH 7; on l’incube dix-huit a vingt-quatre 
heures a 37°. 

3° Le tube de milieu de Kligler inoculé est piacé a Il’ étuve 
a 37° durant dix-huit 4 vingt-quatre heures. Il présente alors des 
aspects différents signalés dans le tableau I. Ils permettent de 
choisir le nombre et la nature des réactions utiles pour le 
diagnostic. 

4° La technique recommandée par Henriksen [4] pour déceler 
la transformation de la phénylalanine en acide phénylpyruvique 
(A. P. P.) est relativement lente et compliquée. Nous l’avons 
ainsi simplifiée [10] : 

On prépare le milieu : 


Peptone bactériologique U.C.L.A.F. (ou autre). . 10 ¢ 
Phosphate bipotassique . Suibys tren peey- a Re leg 
Chlorure de sodium . 5g 
Extrait de levures . 32 
Phénylalanine Sarai ate Nee et Fie Ne cote 2g 
Agar “en? poudires® Aiea oon. a. eee 12 ¢ 
DEW eRe Gee ws Gd ag op 54 6 & ey” Tl OO) aml 


On dissout par chauffage doux et ajuste A pH 7,2. On répartit 
environ 5 ml par tube de 160 mm x 16 mm. On autoclave vinzt 
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minutes a 120°. On incline les tubes de facon A obtenir une 
grande surface de milieu. Ce dernier peut étre conservé a la 
température du laboratoire pendant plus de deux mois. 

Au moment de l’emploi, on ensemence largement avec le germe 
étudié. On incube durant dix-huit a vingt-quatre heures a 37°. 
On arrose les stries microbiennes avec 1 ml, environ, d’eau salée 
physiologique et on les émulsionne. On ajoute alors une pincée 
de cristaux de sulfate d’ammoniaque jusqu’a saturation, puis 
I goutte d’acide sulfurique dilué au dixiéme ; on agite ; on addi- 
tionne le tout, enfin, de V gouttes d’une solution aqueuse d’alun 
de fer ammoniacal a demi-saturation. 

La présence d’acide phénylpyruvique se traduit par l’apparition 
immédiate d’une coloration verte intense. I] ne faut pas tenir 
compte des autres teintes observées parfois. 

5° Le test de Braun au KCN sera réalisé de la facon suivante : 

On prépare le milieu : 


BEPLONE ALND SIQUOCeE sib peck ho Cala tier tn bits 10g 
COUN Geese ee rato ks 5g 
PO,HNa,. 5,63 g¢ 
POE KS: Te SD) RE ee, Sere. Be 0,22 g 
ACOPBeN ED OUCH MRL aca Tetom, Spel ema, (til. QR) + * leg 
Eau  distillée oe Teg OY re Aare 1 000 ml 


On dissout par chauffage et ajuste 4 pH 7,5. On répartit exac- 
tement 2 ml par tube de 80 mm x 12 mm. On autoclave vingt 
minutes 4 120°. Au moment de l’emploi, on ajoute 0,1 ml d’une 
solution de KCN a 0,5 p. 100 dans l’eau, conservée au réfrigé- 
rateur. On agite doucement. On inocule 3 oses bouclées (6 mm 
de diamétre, environ) de la culture de dix-huit 4 vingt-quatre 
heures en eau peptonée obtenue en 2; elles sont émulsionnées 
dans la totalité du milieu. Celui-ci est alors placé a l’étuve 
4a 87° et examiné dix-huit 4 vingt-quatre heures plus tard. Un 
disque blanc net a sa surface indique le développement de ia 
bactérie étudiée ; on dit que le test au cyanure de potassium est 
positif. 

6° Mobilité : elle est étudiée par inoculation en piqdre profonde 
d’un peu de la strie microbienne du milieu de Kligler dans un 
culot de gélose nutritive a 5 p. 1000 d’agar. Les divers aspects 
de la culture obtenue aprés incubation plus ou moins prolongée 
a 87° sont indiqués dans une figure d’une publication anté- 
rieure [44]. 

7° L’indole sera mis en évidence par l’un quelconque des pro- 
cédés habituels dans l’eau peptonée 2. 

8° L’hydrolyse de l’urée sera recherchée sur milieu de Stuart 
et coll. [42] de préférence aux autres. Nous avons observé [2], 
en effet, que Vuréase de certains P. rettgeri était active dans 
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celui-ci sans l’étre dans le milieu de Ferguson. Nous rappelons 
sa composition : 


POVHKS. Meme Nec i fo, Bee or a5 i 3,64 ¢ 
PO [Nap Hix. 3) = yo Re eee ee 3,8 g 
Urée. oye ol nbele Be Poe ete arte nee 8g 
Extrait sde levune: "jy peap cm cumeus cuneate 0,04 g 
Solution de rouge de phénol a 0,02 p. 100. . . . 20 ml 
Bau distiliée;, > Se Se ee ey ce ee SOT 


On dissout sans chauffer et sans ajuster le pH (al est sponta- 
nément de 6,8). On stérilise par filtration sur bougie Chamber- 
land ‘L, ou sur filtre Seitz. On répartit aseptiquement 2 ml environ 
par tube. Aprés inoculation large avec une partie de la strie 
microbienne du milieu de Kligler et incubation 4 37°, Vhydrolyse 
de l’urée se manifeste en quelques heures par un virage au rouge 
pourpre (pH > 8). Pour obtenir des résultats comparables a 
ceux décrits dans le tableau I, il est préférable de ne pas utiliser 
le milieu 4 lurée de Christensen... 

9° Utilisation du citrate de sodium. On ]’étudiera sur le milieu 
gélosé de Simmons en observant les précautions suivantes : 

Le milieu sera réparti dans des tubes de verre neufs ou préala- 
blement traités par du mélange sulfo-chromique ; 

On ensemencera a sa surface, une trés faible trace de la strie 
microbienne du milieu de Kligler, sans entrainer sur le fil de 
platine de particules de ce dernier; ces substances nutritives 
étrangéres fausseraient naturellement les résultats. 

10° La transformation du chlorhydrate de choline en triméthyl- 
amine est utile pour lidentification des Alcalescens sans le 
secours des sérums agglutinant les Shigella. Ces bactéries sont, 
on le sait, rattachées aux Escherichia depuis les travaux de 
Frantzen [43] confirmés par Ewing et coll. {44]. Leur action sur 
la choline a été décrite par Dyer et Wood [45]; nous avons 
détaillé sa technique de recherche par ailleurs {44}. 

En utilisant la méthode conseillée ci-dessus, il est possible 
d’obtenir facilement et rapidement le diagnostic des genres ou 
espéces des Enterobacteriaceae ne fermentant pas rapidement le 
lactose. Les résultats sont résumés dans le tableau I. L’étude de 
la totalité des caractéres n’est pas toujours nécessaire. Leur 
choix est dicté par l’aspect de la culture sur milieu de Kligler. 
Dans les groupes A et B du tableau, la formation d’acide phényl- 
pyruvique et le test au KCN suffisent pour distinguer les Salmo- 
nella des Bethesda et des Proteus hauseri. Pour le groupe C, il 
faut pratiquer, en outre, la recherche de l’hydrolyse de Vurée 
et de l'utilisation du citrate de sodium. Le groupe D, plus 
compliqué, nécessite une étude plus détaillée. Celle-ci s’avére 


insuffisante, parfois, et entraine des manipulations complémen- 
taires. 


Groupes 
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Paracolobactrum 
coliforne 


Paracol. intermed. ou 
aerogenotdes 


atl 


Acétoine (+ pour 
aerozenoldes) 


Salmonella SH? : 0 
Proteus rettgeri 
Providencia 


S. typhi 


S. gallinarum-pullorum 


B. paracoli coliforme 
anaerogéne 


B. paracoli anaerogéne 
(autre variété) 


Shigella 


Alcalescens 
oe oe 


Me 


Biochimie + Sérolocie 


Biochimie + Séroloie 


Sérum 09, 12 puis 
biochimie +-sérolo ile. 


Exalter mobilite + sé- 
lose lactoste 10 np, 


Biochimie + Sérolozie 


La recherche des caractéres encadrés n’est pas nécessaire pour lidentification 


présomptive. 
(x) T, tranche ; C, culot; G, gaz, 


Cette clef d’identification suggére quelques remarques concer- 
nant ses principes ou ses apparentes imperfections. 

1° Nous avons fondé l’identification des Proteus sur la trans- 
formation de la phénylalanine en acide phénylpyruvique (A. P. P.) 


et non sur l’uréase, pour les raisons suivantes : 


Annales de VInstitut Pasteur, t. 90, n® 2, 1956. 
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cette derniére n’est pas spécifique du genre ; elle existe parfois 
chez les Paracolobactrum aerogenoides, par exemple ; 

depuis l'utilisation massive des antibiotiques, oxytétracycline. 
et chlortétracycline en particulier, on rencontre des P. hauseri ct 
P. morganii incapables d’hydrolyser Vurée; VA. P.P. reste 
constant chez eux, pourtant ; 

ce test permet le diagnostic rapide des Providencia, ceux-ci 
se différenciant des P. rettgeri, comme nous l’avons signalé [40], 
par la seule absence d’uréase. 

Nous n’avons pas tenu compte d’un caractére classique des 
P. hauseri: V’envahissement des milieux gélosés. I] n’existe pas 
chez les formes O pures, immobiles. Mais l’aspect sur milieu de 
Kligler décrit en A du tableau I, s’accompagnant d’un envahis- 
sement net de la tranche de celui-ci, signe le diagnostic de 
P. hauseri et permet de négliger les recherches complémentaires. 

On observe souvent des anomalies des caractéres biochimiques 
des Proteus. Certains P. vulgaris ou mirabilis (P. hauseri) sont 
anaérogénes. D’autres sont en outre incapables de produire SH, 
lors de leurs premiers passages en milieux artificiels, mais 
envahissent toujours la tranche du milieu de Kligler; VA. P. P. 
permet facilement de les rattacher aux P. hauseri. L’anarchie des 
caractéres est parfois plus importante : dans une salle d’hépital 
d’enfants traités par de multiples antibiotiques, nous avons isolé 
dans les selles de presque tous les sujets des P. morgani fermen- 
tant le lactose ; cette propriété est disparue aprés 7 ou 10 pas- 
sages du germe sur milieux gélosés ordinaires. Comme nous 
lavons signalé pour les Providencia [2], les antibiotiques sem- 
blent exalter le pouvoir de certains enzymes latents des Entero- 
bacteriaceae. C’est le cas pour la lactase présente chez P. mor- 
ganiu, puisqu’elle se manifeste par culture de cette bactérie non 
traitée sur gélose lactosée a 10 p. 100. Schaub et Hauber [16] 
ont antérieurement décrit ce phénoméne. 

2° Le test au cyanure de potassium assure un dépistage rigou- 
reux des Bethesda considérés maintenant par Kauffmann [417] 
comme des variétés d’Escherichia freundii fermentant tardive- 
ment le lactose ; tous cultivent en présence de KCN ; les Salmo- 
nella, par contre, sont incapables de le faire; les Arizona sont 
plus irréguliers 4 ce sujet et Kauffmann et Moller [48] signalent 
quelques rares séro-types donnant un test positif. 

V. Moller [49] a étudié les décarboxylases des acides aminés 
du systeme enzymatique des Salmonella; il a décrit une tech- 
nique simplifiée pour leur étude [20] et montré qu’a de rares 
exceptions prés, les Salmonella, a inverse des Bethesda, décar- 
boxylent rapidement la lysine [419]. Cette recherche ne fournit 
pas de résultats plus rapides que ceux obtenus avec le KCN. 
Couplée avec lui, elle permet pourtant de ranger parmi les 


IDENTIFICATION DES ENTEROBACTERIACEZ 139 


Arizona, les hactéries du groupe A (tableau I), KCN + et 
lysine +. D’aprés Kauffmann et Moller [418] les réactions sui- 
vantes sont, en effet, observées : 

Salmonella : KCN, O; lysine, +. 

Arizona: KCN, O (ou +); lysine, +. 

Bethesda: KCN, + ; lysine, O. 

Cherry et al. [24] recommandent l'utilisation du bactério- 
phage « 0-1 » de Felix et Callow pour dépister les Salmonella. 
Presque toutes les especes y sont sensibles; celles possédant 
lantigene O 35 (et par conséquent l’antigéne B4 des Escherichia) 
sont résistantes, de méme, malheureusement, que d’autres appar- 
tenant au groupe E du schéma de Kauffmann-White et pourvues 
des antigénes O 3, 10; 3, 15 et 1, 3, 19. ‘Les Arizona diphasiques 
sont lysés par ce bactériophage et ceci prouve une fois de plus 
les relations étroites entre ce groupe et les Salmonella ; les mono- 
phasiques sont résistants, en général, au contraire. Tous les 
Bethesda étudiés ne sont pas sensibles ; cette particularité, mise 
trés facilement en évidence par le procédé simple et rapide décrit 
par les auteurs, pourra éventuellement compléter les excellents 
résultats obtenus par l’emploi du test au KCN, A la suite d’une 
étude comparative prolongée, celui-ci garde, jusqu’a présent, 
toutes nos préférences. 

Mais il reste bien entendu que le schéma proposé ici permet 
seulement un diagnostic « présomptif ». Comme le rappellent 
Kauffmann et Méller [48] une souche suspectée d’étre une Sal- 
monella doit étre soumise 4 une étude biochimique et sérologique 
compléte, d’ailleurs indispensable pour préciser l’espéce, 

3° Il est impossible de décrire pour les divers genres ou 
espéces d’Enterobacteriaceae des propriétés biochimiques rigou- 
reusement fixes. Des espéces aux antigénes identiques peuvent 
présenter A ce sujet des différences notables et ceci donne a la 
classification sérologique une importance qu’il ne faut pas sous- 
estimer. J. Taylor et R. Charter [22] viennent de le prouver pour 
des Escherichia. Des anomalies biochimiques sont rencontrées 
chez les Salmonella; notre schéma tient compte des plus fré- 
quentes en France. Aussi, S. typhi figure dans les groupes A 
(SH, +) et D (SH, O) du tableau I, car de nombreuses souches 
isolées chez nous sont incapables de produire SH, lors du pre- 
mier passage sur milieu de Kligler. Le groupe C renferme les 
Salmonella aérogénes, SH,:0O. Cet aspect est habituel chez 
S. abortus equi, S. abortus ovis et d’autres espéces ; il est fré- 
quent mais non constant chez S. paratyphi A; il peut se ren- 
contrer anormalement chez S. paratyphi B, comme nous l’avons 
vu au cours d’une épidémie familiale dans le Nord de la France. 
On notera, également, dans le groupe B, a cdté de S. typhi, 
V’existence de Salmonella mobiles, produisant SH,, mais anaéro- 
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eénes ; Bruce et Dascomb [23] ont isolé chez le rat des S. enteri- 
tidis avant ce caractére ; nous en avons retrouvé de semblables 
chez homme. 

4° Nous avons fait figurer dans les Enterobacteriaceae ne fer- 
mentant pas rapidement le lactose, les Paracolobactrum ou 
B. paracoli aérogénes, décrits par Borman, Stuart et Wheeler [24]; 
ils ont une individualité trés discutée. V. Mller [25] a donné le 
nom de Hafnia a des bactéries qui sont en réalité les variétés 
aerogenoides des Paracolobactrum connues depuis longtemps ; 
il reconnait donc ainsi leur autonomie. On peut considérer, par 
contre, les variétés coliformes comme des Eschericheae ; cette 
facon de voir est juste du point de vue de la sysiématique, car 
elles possédent habituellement les antigénes O et H des Esche- 
richia. En pratique, il nous parait indispensable de les décrire 
séparément ; dans un laboratoire courant d’analyses 11 est impos- 
sible de soumettre constamment les variétés lactose O ou lactose + 
tardif des Eschericheae A une analyse antigénique. On gait, en - 
effet, lénorme quantité de sérums agglutinants nécessaire pour 
la réaliser correctement. La fermentation du lactose ou son 
absence restent encore, faute de mieux, un bon repére initial 
pour l’étude des Enterobacteriaceae. La confusion est inévitable 
si on abandonne ce critére, au début d’une analyse. 

5° Le diagnostic « présomptif » est plus difficile 4 l’intérieur 
du groupe D du tableau I. Des Salmonella gallinarum-pullorum 
et des Shigella peuvent y présenter le méme aspect ; une simple 
agglutination sur lame dans le sérum O9, 12 des Salmonella 
permettra de suspecter les premiéres et de les soumettre a une 
analyse biochimique et antigénique adéquate. Les Shigella indo- 
logénes et les B. paracoli anaérogénes coliformes ont les mémes 
caractéres iniliaux ; la distinction reste délicate, méme au cours 
d’un examen détaillé. Ces deux groupes de bactéries peuvent 
avoir, en effet, des propriétés biochimiques rigoureusement 
analogues ; bien plus, on peut trouver chez les seconds des anti- 
génes de Shigella ; Bader et Kleinmaier [26] ont signalé chez des 
représentants du groupe des B. paracoli, des fractions antigé- 
niques thermolabiles et thermostables du type 6 de Sh. flexneri, 
Piéchaud [27] lantigéne de Sh. boydii type 11, analogue 
d’ailleurs a l’antigéne somatique d’E. coli O 105, Schmid - et 
coll. [28] Pantigéne majeur de Sh. sonnei en phase 1. Pour les 
laboratoires ne possédant pas de moyens suffisants d’investiga- 
tion sérologique, les deux procédés suivants sont utiles pour 
reconnaitre ces deux ensembles d’Enterobacteriaceae : 

a) ’exaltation de la mobilité par passages successifs sur gélose 
nutritive € 5 p. 1000 d’agar. La majorité des B. paracoli coli- 
formes, immobiles lors de leur isolement, manifeste ainsi une 
nette mobilité. 
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b) l'ensemencement sur gélose lactosée a 10 p. 100 modifiée par 
l'un de nous [44]. Les variétés anaérogénes de B. paracoli y fer- 
mentent assez rapidement le lactose ; les Shigella en sont inca- 
pables. 

6° Nous avons omis volontairement dans le groupe C certaines 
variétés aérogénes de Shigella flexneri type 6. Elles peuvent 
y présenter un aspect voisin de celui des Paracolobactrum coli- 
formes, mais sont immobiles. En pratique, la quantité de gaz 
formée au cours de la fermentation du glucose est minime ; elle 
se manifeste rarement sur le milieu de Kligler. Pour une souche 
suspecte a ce sujet, il suffira de mettre les germes vivants en 
présence d’un sérum agglutinant Sh. flexneri ; en cas de réaction 
négative on recommencera l’épreuve d’agglutination avec les 
germes chauffés une heure au bain-marie bouillant pour éliminer 
les antigenes K, thermolabiles, provoquant souvent |’O inagglu- 
tinabilité du type 6. Une réaction positive n’implique pas néces- 
sairement le diagnostic de Sh. flexneri, car les Paracolobactrum 
peuvent posséder des fractions antigéniques de celle-ci. La souche 
suspecte doit étre soumise obligatoirement a une analyse bio- 
chimique et anligénique détaillée. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


‘Les Enterobacteriaceae n’attaquant pas le lactose ou l’attaquant 
tardivement peuvent étre identifiées par le procédé rapide ct 
simple décrit. Il est basé sur la recherche de huit caractéfes 
principaux : aspect de la culture sur milieu de Kligler, mobilité 
sur gélose nutritive a 5 p. 1000 d’agar, transformation de la 
phénylalanine en acide phénylpyruvique, test au cyanure de 
potassium, indole, hydrolyse de l’urée sur milieu de Stuart, utili- 
sation du citrate de sodium en milieu de Simmons, transforma- 
tion du chlorhydrate de choline en triméthylamine. 

L’aspect sur milieu de Kligler de la colonie isolée détermine 
le choix des autres caractéres 4 rechercher. Nous avons divisé, 
a cet effet, les Enterobacteriaceae en quatre groupes résumés 
dans le tableau I. Pour ceux appelés A et B, deux suffisent ; 
pour le groupe C, cinq sont nécessaires; tous doivent étre 
étudiés dans le groupe D plus compliqué. Le diagnostic obtenu 
doit étre considéré comme « présomptif » pour certaines espéces 
et nécessite pour étre « définitif » des recherches biochimiques et 
sérologiques completes. 

Nous avons ulilisé ce procédé simplifié d’identification pour 
2 000 membres divers de la famille des Enterobacteriaceae n’atta- 
quant pas rapidement le lactose, isolés de féces, urines, eaux et 
produits alimentaires. Ils ont été soumis comparativemept 
a des études biochimiques ou sérologiques détaillées. Les deux 
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méthodes ont fourni des résultats identiques, sans aucune excep- 
tion. Nous croyons done utile de recommander ce procédé aux 
laboratoires ne disposant pas de moyens d’investigation suffisants 
pour réaliser des recherches plus complexes. 


SUMMARY. 


Description of a method allowing rapid and easy identification 
of Enterobacteriaceae with absent or slow lactose fermentation. 
Eight principal characters are to be looked for: aspect of the 
culture on Kligler’s medium, mobility on 5:1000 agar, trans- 
formation of phenylalanin into phenylpyruvic acid, the KCN-test, 
indol, hydrolysis of ureua in Stuart’s medium, utilization of Na 
citrate in Simmons’ medium, transformation of choline chlor- 
hydrate into trimethyl amine. 
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CROISSANCE ET MORPHOGENESE D'H/STOPLASMA 


1. — ETUDE COMPARATIVE DES PHASES MYCELIENNE 
ET LEVURE DE 18 SOUCHES D’A/STOPLASMA CAPSULATUM 
D’ORIGINE AMERICAINE ET AFRICAINE 


par KE. DROUHET (*) et J. SCHWARZ (**) (***) 


Histoplasma capsulatum est décrit pour la premiére fois par 
Darling en 1906 dans les tissus humains sous forme de petites 
levures intracellulaires. DeMonbreun en 1934 [410] réussit a cul- 
tiver ce champignon sous une phase mycélienne obtenue a la 
température ordinaire et sous une. phase levure obtenue a 37° 
sur un milieu a base de sang. A cdté des petites formes ovales 
bourgeonnantes de 2 a 3 », DeMonbreun signale des formes 
atteignant quatre a cing fois la taille des premiéres. Ces grandes 
formes sont passées inapercues ; elles ne sont pas mentionnées 
au cours des différentes observations ultérieures. 

Depuis les travaux de Ciferri et Redaelli [5] et de Conant [7] 
qui a précisé le cycle de vie de ce champignon dimorphique, 
de nombreuses études sur H. capsulatum ont été réalisées, mais 
sans que soit envisagée la morphologie comparée des phases 
levure et mycélenne d’un nombre de souches relativement grand. 

Les seuls travaux effectués sur un ensemble de souches sont 
ceux de Howel [44], ceux d’Emmons [42] sur les variations que 
présente la sporulation de la phase mycélienne d’Histoplasma 
capsulatum isolé du sol et des animaux, et ceux de Cozad ct 
Furcolow [9] sur les dimensions des spores de la méme phase. 

Dans de nombreux cas d’histoplasmose africaine, on a observé 
dans les tissus, des levures quatre a cing fois plus grandes que 
les petites levures classiques [4, 6, 16, 18]. Une espéce distincte 
d’Histoplasma capsulatum a été décrite par Vanbreuseghem [48] 
sous le nom de H. duboisi, bien que la phase mycélienne soit 
identique 4 celle d’H. capsulatum. Dans les tissus de quelques 
cas d’hisloplasmose américaine, de grandes formes d’H. capsu- 
latum viennent également d’étre observées [4, 2, 8, 19). 


(*) Institut Pasteur, Service de Mycologie et de Physiologie végétale. 

(**) Clinical Laboratories, Jewish Hospital and the Laboratory of 
Mycology (Departments of Dermatology and Pathology), Cincinnati 
General Hospital, Cincinnati, Ohio. 

(***) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 novembre 1955, 
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Ces divers faits montrent Vintérét qu'il y a A comparer des 
souches d’origine différente. 
Le présent travail a pour but l'étude comparée des deux phases 
mycélienne et levure de différentes souches d’origine américaine 
et africaine. La phase parasitaire des mémes souches est décrite 


ailleurs [44]. 


MATERIEL ET METHODES. — 18 souches d’Histoplasma capsulatum, dont 
14 dorigine américaine et 4 d’origine africaine, et 1 souche d’Histo- 
plasma farcinimosum isolée & Burma (souche 407, London School of 
Hygiene and Tropical Medicine) ont été utilisées pour cette étude. 

Le tableau I indique l’origine de chaque souche (1). 


PHASE MYCELIENNE. — La croissance et la morphologie de la phase 
mycélienne sont étudiées sur gélose de Sabouraud glucosée et sur le 


milieu gélosé a la farine de mais. 20 cm* de chaque milieu sont 
Tasteau I. — Origine des souches d’Histoplasma capsulatum étudiées. 
eileen Provenance 
c Sol (chateau d'eau, Cincinnati) 
Histoplasmose humaine aigué léthale (Cincinnati) 
Histoplasmose humaine subaigué léthale (Cincinnati) 
20 Histoplasmose canine pulmonaire (Cincinnati) 
® 27 Histoplasmose canine disséminée (Cincinnati) 
A 31 Histoplasmose humaine pulmonaire chronique (Cincinnati) 
a 55) " " ; 
3 63 n n 
65 Histoplasmose humaine subaigué léthale (Cincinnati) 
2764 Sol (Virginie) Dr C.W. EMMONS 
6617 Histoplasmose du skunks (Georgie) Dr C.W. EMMONS 
6618 Histoplasmose humaine (Washington D.C.) Dr C.W. EMMONS 
¢ 6621 Histoplasmose humaine (Pennsylvanie) Dr C.W. EMMONS 
% Histoplasmose humaine (Georgie) Dr C.W. EMMONS 
LG 
Histoplasmose humaine chronique généralisée 1léthale 
o Dr GRENIER de CARDENAL 
= Histoplasmose humaine (cas Cherstey). 
a London School Hyg.et Trop. Med. 
B Histoplasmose humaine (cas Ross). 
“ _London School Hyg. et Trop. Med. 
Histoplasmose humaine localisde bénigne (Congo Belge) 
Dr R. VANBREUSEGHEM 


(1) Les souches 2764, 6617, 6618, 6624, 6625 et 6522 proviennent de 
la collection du D™ C. W. Emmons (Laboratory of infectious Diseases, 
National Institutes of Health, Bethesda, Md., U.S.A.) ; la souche 44 
(H. duboisi, Vanbreuseghem) provient de la collection du D® L. Ajello 
(Communicable Diseases Center, Chamblee, Georgia, U.S. A.). Nous 
adressons nos plus vifs remerciements aux D** C. W. Emmons et 


L. Ajello. 
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répartis dans des fioles de 100 cm* bouchées avec du coton ou avec 
des capuchons A vis en matiére plastique. L’inoculum consiste en 
petits fragments de 2 x 2 mm de la culture mére sur le milieu de 
‘Sabouraud. L’incubation se fait a la température du laboratoire. La 
croissance est évaluée par la mesure, & des intervalles réguliers, de 
V’accroissement du diamétre des cultures. 


Tasteau Il. — Croissance et morphologie de la phase mycélienne 
de 18 souches d’H. capsulatum et d’une souche d’H. farcini- 


mosum. 


T ; 
bou- Gelose Sabouraud glucosée Gelose farine de mais 
chons ; 

Ves | 
Souches Sa g q 
Shit oS | oo ° 3 03|30| 9 ° 
coton 2 <b) u 4 2 BIBS | By 
88] ad 8. 2. ge) a3 | 2 2 
ar no aa Q nap no an n 
a0 On o®o fo} ao Ow ow fo) 
Ag 4 o cn) 5 ag] ho] Ha 6 
Oo Ooo on oO oD fore) on oO 
hed a3 gx a Ka | ga] on “ 
ou ar a g oud ar ad g 
= ~ Tt ie 
5 V 36 170 10 ++ 14 SD eao: +++ 
C 38 150 10 ++ V4) 140) Monae 
18 Vv 55 1 4 +++ 25 38 | +++ 
(@} 33 3 15 +++ 25 5M a2 +++ 
19 Vi 38 3 ++ 30 Aa 225 ee 
ie} 40 3 28 +++ 30 138: 22 +++ 
20 ME 32 6 8 +++ 20 20 7e +++ 
Cc 35 6 & +++ 20 36 | 126 +++ 
27 Vv 34 15 93 +++ 22 10 40) +++ 
Cc 30 50 80 ++ 18 8 alg ++ 
31 Vv 38 40 6 ++ 26 a Oe alte +++ 
C 40 15 30 ++ 30 20 60 ++ 
35 Vv 19 250 10 +++ abs) 50 3 +++ 
o C 18 255 12 +++ 13 40 2 | +++ 
| 63 V 32 42 39 sip 20 Wf tse 
o c 32 40 36 ++ 20 4 10 +4++ 
B | 65 uh 35 300 (0) +++ ay Pipa | ee Wee 
2 Cc 35 280 (0) +++ 1? 250 50 +++ 
x 2764 Vv 35 180 20 + 2S 2 26 + 
© ¢ 36 160 20 + 17 20 |180 + 
= v 20 0 0 = 
t | 6617 ++ 15 2 4 +4 
7 S 24 0 0 tt 15 9| 6 | ++ 
Bl66is | © 25 (e) (e) ++ 18 (0) (0) ++ 
ic 28 0 0 ++ 15 o}| o + 
6621 Vv 17 1 2 +++ 14 al 10) +++ 
Cc 16 0) 2 ++ 14 (0) (0) +++ 
eae | 26 20 6 + 20 Ballo ‘a 
c 34 50 2 + 25 6 1 ra 
261 vi 55 0 2 ++ 18 10) (0) ++ 
Cc BS e) ie) ++ 22 3 ab i) eae 
o % (6625 | ¥ 22 | 16 340 +4 20 | 6 | 10 | +++ 
es Cc 24 9 1 ++ j 20 14 Ak +++ 
mS |65e2 | VY 28 0 0 + 21 | 66 | 14 | ++ 
i z c 30 0 (0) + 21 60 |100 ++ 
3 | 44 ¥. 28 (0) (o) + 18 35 5 ea 
Cc 30 to) fe) to SF 30 8 ++ 
v (0) 3 
c fe) 5 


Le diamétre des colonies est celui des cultures de vingt-trois jours. Le nombre 
maximum de macrospores observées par champ microscopique est effectué a 
partir de fragments de mycélium pris 4 mi-distance entre le centre et les bords 
de cultures Agées de irenle jours. 
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La morphologie est étudiée aprés quinze et trente jours de croissance 
sur des fragments mycéliens pris A mi-distance entre le centre et la 
bordure des colonies. 

Le tableau II ne mentionne que les résultats aprés trente jours de 
culture. Le nombre maximum de spores indiqué par champ micro- 
scopique (obj. 43x; oc. 10x) n’est que relatif: il n’est donné que 
comme une indication. De nombreux facteurs influencent la quantité 
de spores de chaque montage de fragment mycélien. 


PHASE LEVURE. — La croissance et la morphologie de cette phase sont 
6tudiées comparativement sur le milieu A lVoeuf de Kurung [47] et 
sur le milieu gélose-cystine-cceur (Difco) additionné de sang humain 
(10 p. 100) ou d’hémoglobine (2 p. 1000). Ces milieux sont répartis 
dans des tubes de 150-180 mm bouchés par des capuchons & vis en 
matiére plastique ; aprés l’ensemencement de plusieurs fragments 
mycéliens provenant de cultures méres sur le milieu de Sabouraud, 
les tubes sont incubés a 37°. 

L’examen microscopique est fait dans du bleu coton. Les dessins 
de levures de la figure 7 sont effectués 4 la chambre claire a partir de 
cultures de trente jours. La transformation de la phase mycélienne en 
phase levure est étudiée en trois séries d’expériences, utilisant au 
moins 3 tubes pour chaque souche. 

La virulence des mémes souches d’Hisloplasma et la morphologie 
dans les tissus de hamsters et de souris sont décrites ailleurs [44]. 


R&suLTAtTS. 


PHASE MYCELIENNE. — Sur le milieu de Sabouraud toutes. les 
cultures se développent en produisant des colonies de différentes 
dimensions a des vitesses variables exprimées dans les figures 1, 
eo aks 

Un premier groupe de souches (n® 5, 18, 19, 20, 27, 31, 68, 
2764) se développe rapidement donnant des colonies atteignant 
30 mm ou plus en deux a trois semaines. D’autres souches se 
développent plus lentement, atteignant 4 peine 20 mm en quatre 
semaines (n® 35, 6617, 6621, 6625). Tandis que les souches 
d’Histoplasma capsulatum commencent a se développer aprés 
trois a quatre jours d’incubation, les cultures d’H. farcinimosum 
(n° 407) ne se développent qu’aprés une semaine. La croissance 
de cetie espéce est trés lente, les colonies atteignent a peine 
10 mm aprés trois semaines d’incubation. 

Le dévelopement de la plupart des souches d’Histoplasma 
capsulatum se fait sous forme de cultures duveteuses, légérement 
cotoneuses, blanchatres au début, devenant pigmentées en brun 
surtout sur le revers. En méme temps que la pigmentation, un 
aspect faiblement poudreux apparait, en rapport avec une abon- 
dante production de spores. Les souches n°* 5, 18, 19, 20, 27, 31 
correspondent a cet aspect typique. D’autres souches, en parti- 
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culier 6617, 6618, 44 sont seulement duveteuses, sans ou avec 
trés peu de pigment. ‘La souche 63 a culture cotoneuse, luxu- 
riante, est également peu pigmentée. H. farcinimosum (407) est 
glabre et parsemée de taches a duvet court. Les souches 35 et 261 
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Fic. 1. — Courbes de croissance en fonction du temps des différentes souches 


d’Histoplasma capsulatum et d’une souche (407) d’Histoplasma farcinimosum. 
(Milien de Sabouraud glucosé.) 


d’Histoplasma caspulatum ont un aspect similaire a celui de ta 
précédente. 

Sur le milieu 4 la farme de mais, H. farcinimosum ne se déve- 
loppe pas. Le développement des souches d’H. capsulatum est 
plus réduit sur ce milieu que sur le milieu de Sabouraud ; en 
revanche, la sporulation sur le milieu a la farine de mais est 
plus abondante. 
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Le tableau II indique la morphologie comparée de la phase 
mycélienne des souches étudiées. D’aprés les chiffres indiqués 
on observe une importante variation concernant la proportion 
de petites spores (ovales ou rondes mesurant entre 1,5 et 5 uw), 
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Fie. 2. — Méme légende que fig. l. 


de grandes spores (lisses, rondes ou piriformes, mesurant 6,5 a 
15 nw) et de grandes spores tuberculées (6,5 a 15 w). 

Sur le milieu de Sabouraud l’abondance de macrospores tuber- 
culées chez de nombreuses souches (5, 35, 65, 2764) contraste 
avec la rareté ou l’absence de ces spores caractéristiques chez 
d’autres, comme 6617, 6618, 6621, 261, 6522. Ces derniéres 
souches produisent des macrospores tuberculées sur le miliew 
a la farine de mais, a l’exception de la souche 6618 ; cette der- 
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niére, partiellement pléomorphisée, ne produit que des spores 
lisses sur les deux milieux. 

Les repiquages successifs sur le milieu de Sabouraud pro- 
voquent un arrét ou une diminution de la production des spores 
tuberculées pour des souches comme 261 et 44 qui les produt- 
saient en abondance au moment de I’isolement. 

Aucune différence morphologique ne peut étre retenue entre 


WN 
On 


W 
(e) 


DIAMETRE DES COLONIES EN mm 


O 4 8 12 i6 20 24 
JOURS 


Fic. 3. — Méme légende que fig. 1. 


les souches africaines et les souches américaines d’Hisloplasma. 
D’aprés le tableau Il on remarque que la plupart des souches 
alricaines produisent peu de macrospores tuberculées et lisses, 
mais ce trait caractérise également certaines souches américaines, 
surtout les souches 6617, 6618, 6621, 18, 6624. C. W. Emmons [42] 
avait signalé ce caractére chez des souches d’Hisloplasma capsu- 
latum isolées en Géorgie: or, deux des souches mentionnées 
plus haut ont cette origine. Les rares macrospores tuberculées 
de forme ovalaire ou piriforme, se rencontrent aussi bien chez 
des souches africaines que chez des souches américaines; ce 
fait ne peut, a notre avis, servir de caractére distinctif. 
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me farcinimosum différe des souches d’H. capsulatum par 
Pabsence totale de macrospores tuberculées. 

: ‘ : 

Le fait que les tubes de culture soient bouchés au coton ou 
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Fic. 4. — Méme légende que fig. I. 


par un bouchon a vis n’entraine pas de modifications significa- 
tives de la croissance ou de la morphologie. 


PHASE LEVURE. 


Les résultats concernant la croissance et la morphologie des 
différentes souches d’ Histoplasma sont résumés dans le tableau HI. 
D’aprés ce tableau on observe que le taux de transformation de 
cette phase mycélienne en phase levure est trés grand sur le 
milieu A Voouf de Kurung. A l’exception d’une seule, toutes les 
souches ont donné la phase levure. Sur le milieu cystine, coeur 
additionné de sang, 12 souches sur 19 se sont développées sous 
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Tasrrau Ill. — Croissance et morphologie de la phase mycélienne 
de 18 souches d’H. capsulatum et d’une souche d’H, fareini- 
mosum (407). 


Croissance et morphologie 


a : Milieu de Gelose cystine - coeur 
a cystine- coeur 3 =e = 
alto eel isc 2 3 
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Tem Wes moe en) eee ee 
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(*) Le numérateur indique le nombre de transformations M > L réussies. Le 
dénominateur indique le nombre d’expériences (trois tubes pour chaque expérience). 

Croissance : 0 : pas de croissance ; + : rares colonies ; + nombreuses colonies : 
++ : trés nombreuses colonies. 

Morphologie : Levures (L) 0: absence ; +: trés rares; +: rares; + +: nom. 
breuses ; + + + : trés nombreuses. 

Mycélium (M) ; phase intermédiaire (i). 


la forme levure ; sur le méme milieu additionné d’hémoglobine, 
8 souches se sont présentées sous cette forme. 
Le développement sur le milieu de Kurung est plus lent que 
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sur le milieu au sang; les colonies sur le premier milieu sont 
bien visibles aprés une dizaine de jours. Le type de colonics 
crémeuses, lisses, est plus fréquent (fig. 5). Des colonies de 
type granulaire s’observent surtout quand il y a des grandes 
formes levures. 

Les colonies levuriformes de type crémeux, lisse, obtenues sur 
le milieu gélose-cystine-coeur, sont de taille plus erande que 
celles obtenues sur le milieu de Kurung et deviennent plus rapl- 
dement confluentes. On obtient souvent des colonies dont laspect 
est intermédiaire entre la colonie de type mycélien et la cofonie 


Fic. 5. — Aspect morphologique des colonies de différentes souches 
dH. capsulatum sur le milieu au sang (S) et sur le milieu de Kurung (K)- 


de type levure. Ces colonies membraneuses présentent quelque- 
fois des touffes de spicules. Sur ces colonies intermédiaires appa- 
raissent des colonies secondaires crémeuses, caractéristiques de 
la phase levure (fig. -6). Les colonies de type cérébriforme 
s’observent également (fig. 5). 

Toutes les souches d’Histoplasma capsulatum dorigine améri- 
caine ou africaine présentent des formes classiques de levures 
ovales, bourgeonnantes, de petite taille, variant entre 1 et 4 uw. 
Elles constituent la majorité des éléments cellulaires que lon 
observe dans cette phase ; la moyenne de ces levures de petite 
taille est d’environ 2 » pour la plupart des souches. 

A coté de ces petites formes classiques, nous avons observé de 
erandes formes levures, dont le nombre varie considérablement 
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suivant les souches. Ces grandes formes s’observent en nombre 
important non seulement chez les souches africaines (en parti- 
culier les souches 44 et 6522), mais également dans Ja méme pro- 
portion chez les souches américaines (6617 et 6624 de Géorgic, 
6621 de Pennsylvanie) ; les souches 18, 19, 31 d’Ohio présentent 
un nombre moins élevé de grandes formes et d’autres souches 
enfin un nombre infime, comme par exemple la souche 27. Chez 
deux souches américaines seulement, aucune grande forme n’a 
pu étre observée. 

‘La dissociation de la phase levure en petites et grosses levures 


Fic. 6. — Divers aspect des colonies de différentes souches d’H. capsulatum sur 
le milieu au sang. Souche 19: colonies crémeuses ; souche 261: colonie eré- 
meuse sur une grande colonie de type intermédiaire ; 261 R: colonies granu- 
leuses oblenues au repiquage. 


est plus marquée sur le milieu de Kurung que sur les autres 
milieux. ‘Le tableau IV indique la proportion de grandes formes 
par rapport aux petites ainsi que les dimensions moyennes des 
grandes formes de quelques souches d’Histoplasma. Ces mesures 
sont effectuées aprés trente jours de culture 4 37° sur le milieu 
de Kurung. 

Les dimensions des grandes formes varient de 6 A 14 » de 
diamétre, dépassant exceptionnellement 17 » (souches 6617). La 
plupart des grandes levures sont ovales, quelquefois arrondies ; 
une tendance moniliforme s’observe également, les dimensions 
des chainettes dépassant dans ce cas les dimensions ci-dessus 
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Tasreau IV. — Proportion de grandes formes par rapport 
aux petites de la phase levure de quelques souches d’Histoplasma. 


GRANDES tORMES DIAMETRE MUYEN 


SOUCHES ORIGINE 
PETITES FORMES des grandes levures 


américaine 1/10 000 
africaine 4/4 654 

américaine 4/3 200 
africaine 4/480 


mentionnées. La paroi de ces grandes formes est épaisse, don- 
nant une image 4 double contour. Cette paroi est particuliérement 
évidente chez les souches américaines 6617, 6621, 6624 et chez 
les souches africaines 44 et 6522. Les variations des éléments 
cellulaires peuvent étre appréciées d’aprés les dessins a la 
chambre claire (fig. 7) et les photographies (planche) ; des for- 
mations arrondies sont souvent visibles 4 l’intérieur des grandes 
formes. 

Les grandes formes s’observent dés la premiére culture sur Je 
milieu favorable et se maintiennent au cours de. repiquages suc- 
cessifs. Toutefois, il faut remarquer que c’est aprés deux ou 
trois semaines que les grandes formes sont plus fréquentes et 
de dimensions plus grandes. 

La survie des levures sur le milieu 4 l’ceuf de Kurung est plus 
longue que sur le milieu gélose cystine-cceur-sang ; toutes -les 
cultures sur le milieu de Kurung ont pu étre repiquées méme 
apres plus d’un mois de conservation 4 37°. A ce méme moment, 
peu de cultures sur le milieu au sang restent encore viables. 

La phase levure d’Histoplasma farcinimosum differe sensible- 
ment de celle d’Histoplasma capsulatum. La transformation de 
la phase mycélienne en phase levure n’est pas compléte au pre- 
mier repiquage. Les éléments levuriformes sont trés irrégulers, 
a paroi crénelée (de 3 4 8 »), avec une nette tendance a la filamen- 
tation. Leur vitalité est réduite. 


Discussion. 


La croissance et l’aspect des colonies d’Histoplasma cap- 
sulatum varient considérablement, mais les différences qui 
concernent la sporulation sont seulement d’ordre quantitatif. 

H. farcinimosum différe par la vitesse réduite de son dévelop- 
pement, par la petite taille des colonies et par l’absence de 
macrospores tuberculées. Les travaux que nous poursuivons 
indiquent le besoin en acides aminés pour le développement de 
cette espéce d’ Histoplasma. 


° O 30 3° Yo fe 


aes TG ses Morphologie de la phase levure de 
capsulatum. Dessin A Ja chambre claire. La colonne de gauche représente les 
cultures sur le milieu cystine-cceur-sang, celle de droite, les cultures snr le 
milieu de Kurung. Dans chaque rectangle on a véuni les divers types 
cellules rencontrés dans les préparations. 


quelques souches Histoplasma 


de 
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La plupart des souches WH. capsulatum dovigine américaine 
se développent rapidement, sont intensément pigmentées et pro- 
duisent de nombreuses macrospores tuberculées. 

Quelques souches américaines et les souches africaines aprés 
plusieurs repiquages se développent plus lentement, sont moins 
pigmentées, produisent peu de macrospores tuberculées, mais de 
nombreuses microspores. Emmons a observé ces ecaractéres parmi 
les souches isolées chez les rats et les skunks de Géorgie, mais 
également chez d’autres souches d’origine humaine et féline [42}. 
Emmons rapproche également ces souches produisant peu de 
macrospores tuberculées de la premiere souche dH. capsulatum 
décrite en Argentine par Negroni [45]. 

Le milieu & base de farine de mais est supérieur au milicu 
de Sabouraud pour Ja production de spores tuberculées, mais 
ce dernier permet un développement rapide et important des 
colonies. 

Le milicu de Kurung a base d’ceuf et de farine de pomme ‘le 
lerre, a notre avis, est d’une grande aide pour la production 
de la phase levure d’Jlistoplasma. La transformation est cons- 
lamment obtenue au premier repiquage sur le milieu de Kurung. 
Ceci peut étre rapproché de Vobservation de DeMonbreun 
concernant l’obtention de la phase Jevure sur le milieu a l’ceuf 
de Petragnani [40]. Sur le milieu de Kurung la phase levure 
peut ¢tre maintenue longtemps, sans les repiquages fréquents qui 
sont nécessaires avec le milieu au sang; la morphologie des 
levures peut étre bien étudiée sur ce milieu. 

Le milieu gélose-cystine-coeur additionné de sang est bien supé- 
rieur au milieu additionné dhémoglobine, mais les deux milieux 
sont inférieurs a celui de Kurung. 

Les grandes formes de la phase levure ont été mentionnées en 
culture pour la premiére fois dans la description originale de 
DeMonbreun [10], mais depuis aucune référence ne mentionne cc 
phénomene. 

L’observation de grandes formes dans les Ussus humains avec 
les souches africaines a conduit Vanbreuseghem a créer une 
nouvelle espéce, H. duboisi, bien que la phase mycélienne de 
ce champignon soit identique a H. capsulatum [48]; Clarke, 
Walker ct Winston [6] avec une souche africaine et Pun de nous 
avec la souche de Vanbreuseghem ont obtenu in vitro sur !e 
milieu au sang A 37°, dés 1953, les grandes formes a cété des 
petites formes. L’étude actuelle de souches américaines montre 
que les grandes formes ne s’observent pas exclusivement chez 
les souches africaines. La phase levure des souches américaines 
se dissocie également en grandes et petites formes, mais avec des 
variations quantitatives extrémement étendues. Ces variations vont 
des souches ot! la proportion de grandes formes égale celle des 
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souches africaines jusqu’a des souches out les grandes formes sont 
exceptionnelles. 

Avec les différentes souches américaines étudiées, nous avons 
obtenu chez le hamster des grandes formes en méme temps que 
des petites [44]; il nous est donc difficile de considérer ces 
erandes formes obtenues in vitro comme des formes de dégéné- 
rescence ou des formes de transition entre phase mycélienne, et 
phase levure. 

Les grandes formes sont plus fréquentes sur le milieu a& V’ceuf 
de Kurung que sur le milieu cystine-cceur-sang. Ces faits sont 
en faveur de l’hypothése de la dissociation de la phase levure 
- en petites et grandes formes dans certaines conditions de milieu. 

Il est par ailleurs important de connaitre la morphologie des 
grandes formes, si l’on considére le probléme du diagnostic myco- 
logique. En effet, ces grandes formes levures doivent étre distin- 
guées d’autres levures assez semblables, & paroi épaisse, mais 
a large base de bourgeonnement comme Blastomyces dermatitidis. 
Le diagnostic est encore plus difficile pour les souches qui 
produisent difficilement ou tardivement des macrospores_ tuber- 
culées. 

{ESUME ET CONCLUSIONS. 


1° Les variations de VPaspect macroscopique, de la vitesse de 
développement et de la production de pigment de la phase mycé- 
henne de 18 souches d’Histoplasma capsulatum et d’une d’ Histo- 
plasma farcinimosum sont étudiées. 

2° Les variations dans la sporulation des souches étudiées sont 
surtout quantitatives et concernent la proportion entre macro- et 
microspores. Les spores tuberculées constituent |’élément carac- 
téristique pour Videntification d’H. capsulatum. 

3° La gélose a la farine de mais, comparée au milieu de Sabou- 
raud, produit une meilleure sporulation (y compris les spores 
tuberculées), mais la croissance est trés lente et pauvre. 

4° La transformation de la phase levure est considérablement 
facilitée par le milieu de Kurung qui est également excellent pour 
le maintien en vie de cette phase. 

5° A cété des petites formes levures classiques de 2 pw, qui 
constituent la majorité des éléments cellulaires, on observe de 
grandes formes de 6 a 17 » de diamétre. Les grandes formes 
ne se rencontrent pas seulement chez les souches africaines. Sur 
13 souches américaines, les grandes formes sont nombreuses chez 
3 souches, en nombre modéré chez 2 souches, absentes chez 
2 souches et rares chez les autres. 

6° La grande variabilité de la phase levure observée chez de 
nombreuses souches américaines et africaines, la constance de !a 
phase mycélienne avec des macrospores tuberculées caractéris- 
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liques ne semblent pas justifier le maintien d’une espéce distincte 
groupant les souches d’Histoplasma a grandes formes. 

7° '‘L’aspect morphologique et cultural d’H. farcinimosum indique 
une espéce proche, mais bien distincte d’H. capsulatum, carac- 
térisée par absence de macrospores tuberculées, par une crois- 
sance extrémement lente et pauvre et par des caractéres patho- 
logiques particuliers. 


SUMMARY. 


Variations are described of the gross appearance, velocity of 
development and pigment formation in the mycelial phase of - 
18 strains of H. capsulatum and one of H. farcinimosum. 

Cornmeal agar induces better sporulation including tuberculate 
spores as compared with Sabouraud’s dextrose agar, but the 
growth is slower and poorer. 


Conversion to the yeast phase is greatly facilitated by Kurung’s 
egg medium, which is also excellent for the maintenance of the 
yeast phase. 

Great differences in size of cells are described in the yeast 
phase with the majority of small cells about 2 » and large forms 
of 6 to 17 » size. Large forms were not restricted to the African 
strains; from 13 American strains in the yeast phase, 2 had 


numerous large forms, 3 a moderate amount and 2 had none. 


The great variability found in the strains studied does not seem 
to indicate the justification of assembling the African strains with 
large cells in a distinct species. 
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LEGENDE DE LA PLANCHE 


Aspect microscopique de la phase levure d’H. capsulatum. Souche 18 (isolée 4 Cin- 
cinnati, Ohio); rares grandes cellules au centre, entourées de petites levures. 
Souche 19 (isolée 4 Cincinnati, Ohio): petites et grandes formes. Souche “44 
(H. duboisi, Vanbreuseghem, isolée au Congo Belge): nombre modéré de 
vrandes formes, dont certaines avec des inclusions cellulaires ; petites formes 
hourgeonnantcs. Souche 6621 (isolée en Pennsylvanie, D?® Emmons) : nom- 
breuses grandes formes, & paroi & double contour, dont certaines 4 tendance 
moniliforme. 

Milicu de Kurung, bleu colon au lactophénol, 650 x. 
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RECHERCHES SUR LA MESURE 
DE L’ACTIVITE HEMICELLULOLYTIQUE DES SOLS 


1. — EXPOSE DES FAITS 


par J. AUGIER (*) 


(Institut Pasteur, Service de Microbie technique) 


Il n’est plus nécessaire de souligner l’importance des substances 
carbonées dans la biologie des sols. En effet, elles représentent 
une énergie considérable mise a la disposition de la microflore 
tellurique, lors du retour au sol des débris végétaux. 

Cette énergie est utilisée, a diverses fins, par toute une séric 
de germes organotrophes : par exemple, les cellulolytiques, du 
type Cytophaga [4] utilisent l’énergie contenue dans la cellulose 
pour élaborer un mucilage utilisable par les Azotobacter, qui 
fixent ainsi azote atmosphérique sous forme organique. : 

Il nous a paru intéressant d’étudier la maniére dont les hémi- 
cellulolytiques du sol utilisaient l’énergie contenue dans les 
hémicelluloses, d’origine avant tout végétale, bien qu’élaborées 
également par certains microorganismes telluriques. 


A = GENERALITES. 


Ce probléme peut étre abordé de nombreux points de vue, 
Nous avons choisi de commencer cette étude par la mise au point 
de techniques permettant d’apprécier l’état d’activité de la flore 
hémicellulolytique des sols. 

Dans le cas d’équilibre dynamique, c’est-a-dire lorsque la 
vitesse de prolifération des hémicellulolyltiques est égale a lenr 
lyse, il nous a semblé que l’activité dépendait essentiellement dle 
deux facteurs : 

1° De Jintensité du phénoméne qui est directement propor- 
tionnel au nombre de germes hémicellulolytiques ; il nous faudra 
done pourvoir les compter ; 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, scéance du 3 novembre 1955. 
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2° D’une certaine qualité de ces germes, représentant leur 
activité propre ; cette qualité dépendant principalement : 

a) Des conditions écologiques ot se trouve la terre au moment 
du prélévement, déterminant l’état de leur vitalité ; 

b) De la physiologie propre aux espéces hémicellulolytiques 
en cause, c’est-d-dire essentiellement de leur taux de croissance 
et de leur rendement. 

Ainsi posée, l’activilé hémicellulolytique d’une terre est le pro- 
duit de la mesure des deux facteurs ci-dessus. 

Dans le cas de non-équilibre dynamique, c’est-a-dire lorsque 
la vitesse de prolifération est différente de la vitesse de lyse, le 
phénoméne nous apparait comme trop complexe pour étre analysé 
actuellement. Nous essaierons cependant, a la fin de nos recher- 
ches, de préciser la maniére dont il pourrait étre posé. 

Nous nous proposons donc ici et dans deux notes prochaines, 
de préciser les moyens susceptibles de permettre ces mesures. 

La présente note sera consacrée A Vexposé de faits expéri- 
mentaux de hbase. 

La suivante sera consacrée a l'étude théorique du_protocole 
expérimental. 

La derniére essaiera de dégager Ja signification et l’interpré- 
lation des résultats par rapport aux différents sols ayant servi 
a’ Vexpérimentation. 


B. — Expos DES FAITS EXPERIMENTAUX. 


I. Principe GinéRAL. — Dans l'état actuel de nos connaissances, 
il n’est pas possible de dénombrer des germes a fonction déter- 
minée, autrement qu’en ensemengant un milieu électif par des 
dilutions de suspension de terre. 

Nous ne parlerons pas ici du probléme posé par les dilutions, 
les difficultés inhérentes a ce procédé faisant l'objet d’une étude 
séparée [2]. 

Le probléme du milieu électif est en principe simple : il suffit 
de réaliser ce milieu de telle sorte que la seule source de carbone 
soit les hémicelluloses. En pratique, un certain nombre de diffi- 
cultés se présentent. 


1° L’impureté méme des hémicelluloses constitue un obstacle. 
La complexité de ces substances est telle qu’il est pratiquement 
impossible d’arriver 4 une certitude sur leur composition (d’ail- 
leurs variable avec leur origine [8]). Nous nous contenterons donc 
d’appeler hémicelluloses les substances extraites par la méthode 
que nous précisons un peu plus loin. 


2° Une électivité parfaite n’est pas toujours favorable a la crois- 
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sance des germes spécifiques de ce milicu, certaines impuretés 
jouant le rdle de facteur de croissance. Nous verrons qu’une 
petite quantité d’extrait de terre permet de résoudre cette diffi- 
culté sans nuire de facon significative a l’électivité du milieu, 
mais en augmentant sa sensibilité en ce qui concerne la valeur 
exacte de la dilution-limite. 

3° La spécificité des milieux électifs présente des inconvénients. 
Is permettent bien, en effet, de dénombrer la totalité des germes 
hémicellulolytiques, mais ils ne permettent pas de compter les 
germes ayant plus spécialement cette fonction au sein du sol. 
Ils sont en effet peu écologiques. Nous verrons que l’emploi de 
milieux semi-électifs permet peut-¢tre de tourner cette diffi- 
culté et c’est d’ailleurs la l'un des buts principaux de nos 
recherches. 


Il. Exrractrion pes wimiceLLuLoses. — Partir de sciure de 
chéne, tamiser de manicre a obtenir les parties les plus fines. 

En prendre 600 g. 

Il est nécessaire d’éliminer d’abord de nombreuses substances 
solubles dans l’eau chaude. 

Pratiquer 4 extractions, chacune avec 4 1 d’eau a 70° et avec 
agitation mécanique de quinze minutes. Filtrer chaque fois sur 
Buchner. Aprés la derniére extraction, laver a l’eau froide cl 
sécher. Reprendre la sciure, ainsi préparée, par 6 1 de soude 
a 4 p. 100 en poids (sensiblement normale). Laisser en contact 
deux jours en agitant fréquemment ; filtrer sur mousseline, puis 
sur Buchner, laver la sciure sur le filtre avec 1 | d’eau. 

Additionner le liquide d’extraction d’acide acélique jusqu’a 
acidification franche (pH 8 environ); le liquide, qui était brun 
foneé, passe au brun trés clair et il se forme un floculat trés fin ; 
ajouter un volume égal d’alcool 4 95° (soit approximativement 6 1). 

Laisser décanter, siphonner le surnageant et centrifuger. 

Si lon désire purifier les hémicelluloses, les redissoudre dans 
un minimum d’eau alcaline et les reprécipiter comme ci-dessus. 

Continuer alors comme suit : 

Laver le culot, dans les pots a centrifuger avec de Valcool 
a 95°, trois fois de suite, en réémulsionnant les culots chaque 
fois; laver une derniére fois a l’alcool absolu. Réémulsionner 
dans un mélange en parties égales d’alcool absolu et d’éther. 
Filtrer sur Buchner. Laver trés abondamment 4 l’éther sur !e 
filtre pour éliminer tout l’alcool. Recueillir le résidu sur le filtre. 
Sécher 4 l’étuve & 60°. Pulvériser trés finement et laisser sécher 
de nouveau deux jours 4 l’étuve a 60°. 

Le rendement est d’environ 40 4 50 g pour un poids initial de 
600 g de sciure. 
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Ill. FormuLeE DES MILIEUX EMPLOYS. — Commencer par pré- 
parer un milieu de base standard dont voici la formule : 
Hémiicellilose: Fc se nta sr cto, ieee ete ccclete etetereleteralgerets lg 
Nitrate de) potassium J.jch ccleereieteiers che) te sesso eile 0,4 ¢ 
Garbonate:.de.:calciinnins sac «cobalt erence ra hel ercraeen eer leg 
Solution standard de Winogradsky (1) ...............+--. 50 ml 
Baws de. sources: ter «aeeciteetrfoaeieeie ee. bart-ecte citer q.s.p. 1 000 ml 


Dissoudre a chaud les hémicelluloses. Les nitrates et le carbo- 
nate doivent étre dépourvus de nitrites. 

Ce milieu de base sert 4 préparer deux autres milieux : 

a) Milieu strictement électif. — C’est le méme que le milieu 
de base que l’on pourra additionner de 3 ml p. 1000 d’extrait 
de terre, sans nuire a son électivité. 

Nous verrons que, dans certains cas (surtout d’intérét théo- 
rique), il est nécessaire de ne pas l’additionner d’extrait de terre. 

b) Milieu semi-électif. — C’est le milieu de base additionné 
de 30 ml p. 1000 d’extrait de terre. 

Nous disposons done de trois milieux : lun sans extrait de 
terre, le deuxiéme a 3 p. 1 000, le troisiéme 4 30 p. 1 000. 


IV. Tecunigue bE cuLrurE. — Répartir le milieu a raison de 
5 ml dans des tubes de 17 et stériliser vingt minutes a 112°. 
Réaliser des dilutions décimales allant de — 1 & —9 de suspen- 
sion de terre ; opérer en cau de riviére ou de source et en chan- 
geant de pipette a chaque dilution. Ensemencer 1 ml par tube et 
faire 5 tubes pour chaque dilution ; on a ainsi ensemencé 40 4a 
45 tubes. Les porter 4 l’étuve a 28° et faire des lectures chaque 
jour. 


V. Tecunigue pe Lecture. — Prélever stérilement chaque jour 
en commencant par la dilution la plus élevée 0,5 ml du contenu 
de chaque tube et l’introduire dans des tubes de Kahn dont on 
aura flambé l’ouverture, ajouter IL gouttes du mélange Griess | 
et Griess II (2) en parties égales. 


(1) Solution saline standard de Winogradsky : 


Phosphate, *bipolassique: 945. vaciens.0 cers eee iene Store yo 
Sulfatesde mach ésioum Wis goq- net ieee eee 72 aes 
Ghlorure, de: :sodiuna icjcctancer ono Oe ee 2.008% 
Sulfate: ferrique’ 7s srccar este stlvee a cee oe eee neers eee 0,05 ¢ 
Sulfate ‘de: manganese... tea tae rarer eee eee oe 0,05 ¢ 

Hau de\riviere soucdeusourcear ane aie eee 1 000 ¢ 

(2) Réactif de Griess ; 

Griess” J Acide sulfaniliquesssssre-rereereie aa inne 0,5 g 
Acide -acétiqueca wo UR piel ease eee eee 150 ml 
Gress. Il-> Naphityla mime) ater Seattle ee ee 0,5 ¢ 
Oe) Ree Rn eas NNN SH ou AGacome abe 50 ml 


Porter 4 l’ébullition, décanter et ajouter : 
Acidemacétiquezd. “SOs v0) ee at ase eee eee 150 ml 
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Dans les tubes ot il est apparu des nitrites, il se forme une 
coloration rouge ou méme jaune si ces derniers sont abondants, 
au bout dune a deux minutes de contact noter les résultats ; au 
dela de ce délai les lectures sont moins nettes ; faire toujours 
cette lecture par rapport & un témoin non ensemencé. Les tubes 
rose franc, rouge et jaune seront noltés +. 

Les tubes rose pale, c’est-a-dire limite, seront notés e. 

Les tubes incolores ou identiques au témoin seront notés —. 

Ce qui importe, c’est de toujours faire les lectures de la méme 
maniéere, sinon les courbes sont moins réguliéres et plus difficile- 
ment interprétables. 

Ajouter alors 1 ml de phloroglucinol 4 2 p. 1.000 dans I’acide 
chlorhydrique pur. 

Porter les tubes quinze minutes au bain-marie bouillant. Les 
-tubes qui ne contiennent plus d’hémicellulose sont jaunes et trans- 
parents, ou présenlent un léger trouble, et les tubes ot: il reste 
plus de 30 p. 100 d’hémicelluloses non attaquées sont bruns avec 
un.important précipité noiratre. Noter les résultats. Les tubes 
noirs seront notés +; les tubes jaunes —; les tubes limites e. 


VJ. EXpLiIcATION DE LA TECHNIQUE EXPERIMENTALE EMPLOYEE. — 
Les nitrates et les nitrites donnent avec la phloroglucine une 
réaction rouge trés foncé qui masque la réaction des hémicellu- 
loses. I] nous a done fallu déterminer la quantité maximum de 
nitrate de telle sorte qu’une fois 75 p. 100 d’hémicelluloses atta- 
quées, tous les nitrates soient transformés en nitrites. D’autre 
part, il faut que cetle quantité soit suffisante pour que les nitrites 
alent plus tendance 4 s’accumuler qu’a disparaitre (nous allons 
voir pourquoi). Cette concentration est de 0,3 a 0,4 g de nitrates 
pour 1 g d’hémicelluloses. L’addition du aS, ala prise d’essai, 
détourne les nilriles dans un complexe qui, 4 chaud, devient 
jaune clair et ne géne plus la caractérisation des hémicelluloses. 

Le précipité br un noir est da A un complexe furfurol-phloro- 
elucine, formé a partir des pentoses des hémicelluloses sous 
Vinfluence de lacide chlorhydrique concentré bouillant. 

Le réacuf de Griess étant trés sensible, les plus petites traces 
de nitrites sont décelées. Or ces nitrites apparaissent dés que 
les germes hémicellulolytiques commencent a attaquer les hémi- 
celluloses. On a done le moment ot débute la croissance de ces 
eermes. La recherche du point 75 p. 100 (environ) de disparition 
des hémicelluloses donne la fin de leur accroissement. 

Notons enfin que les nitrites avec certaines terres peuvent dispa- 
raitre du milieu; si le phénoméne est suffisamment rapide, ‘Is 
ne sont pas décelés dans certains tubes. On notera tout de méme 
ces tubes comme positifs au Griess si l’on n’y trouve plus d’hémi- 
celluloses. Souvent les nitrites apparaissent, puis disparaissent 
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dans un méme tube : dans ce cas, on continuera a noter ces tubes 
comme positifs au cours des lectures ultérieures. 


VII. Transcription DES RisuLTATs. — Avec la technique de 
lecture qui vient d’étre exposée, on a chaque jour et pour chaque 
dilution 5 lectures pour l’apparition des nitrites et 5 lectures 
pour la disparition des hémicelluloses. 

Il nous faut maintenant réduire ces 5 lectures obtenues 4 chaque 
dilution, 4 un seul résultat chiffré. 

Pour ce faire, on utilise un calcul de probabilité trés simple. 
identique A celui utilisé pour le calcul de la dose 50 p. 100 
mortelle, en un temps donné, pour des animaux imoculés avec 
une toxine par exemple. 

Il y a lieu ici de caleuler ce que nous appelons la Ds, ct 
land. : 

La D,, est la dilution qui au bout du temps considéré donne 
50 p. 100 de résultats positifs et 50 p. 100 de résultats négatifs. 

La T,, est le temps qui pour une dilution donnée donne 
50 p. 100 de résultats positifs et 50 p. 100 de résultats négatifs. 

Nous ne décrirons pas la théorie des calculs déja bien 
connue [4]. Nous donnerons a titre explicatif un exemple chiffré : 

Supposons qu’au bout de trois jours d’étuve on reléve pour 
les nitrites les résultats suivants : les dilutions —_1, —2, —3 
donnent 5 tubes renfermant des nitrites, noter par le signe +; Ia 
dilution —4 donne 4+, la dilution —5 24, et « a la dilution 
— 6. 

Il convient maintenant de faire le calcul des totaux cumulatifs 
des +, des —: 

Chaque + sera compté pour 1, chaque — pour 1 et chaque e 
pour 0,5+ et 0,5 — (les e représentant en somme la _ position 
limite entre les + et les —). 

Pour exemple ci-dessus on a done : 


a—3 5+ et 0— 
Pi 4 its ah] SS 
a—b 2+ et 3— 
a —6 0,5+ et 4,5 — 


LJ Fi 
En effectuant le calcul des totaux cumulatifs, on trouve : 
Pour les +: 
a 


4 
da 


6 on a 0,5+ 

5 on a déja 2+ auxquels on ajoute les 05+ a —6, 
on a done 2,5+ 

4 on a déja 4+ auxquels on ajoute les 2+ A —5 et 
les 0,5+ A —6, on a donc 6,5+ 


-a —8 en procédant de méme on a 11,5+ 


a 
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Pour les —, en procédant comme ci-dessus, on a: 


a—s3 0 — 
a—A4 1 — 
2) 4 — 
a — 6 8,5 — 
On trace alors sur papier millimétré la courbe des + et — en 


fonction des dilutions (voir fig. 1). 

Les deux courbes se coupent au point I (point d’égale proba- 
bilité des + et des —); a partir de ce point, abaisser une verti- 
cale qui coupe l’axe des dilutions en un point d, dont la valeur 


TOTAUX CUMULATIFS 


-6 DILUTIONS 
(en log) 


Fic. 1. — Exemple de courbe pour la détermination des D,, et T,, 
a partir des totaux cumulatifs 


pour l’exemple ci-dessus est de — 4,79, la D,, est alors en arron- 
dissant — 4,80. 

Pratiquer de méme pour les lectures correspondant a la dispa- 
rition des hémicelluloses. 

Pour la T,,, procéder comme pour les D,,, mais la variable 
est ici le temps, les valeurs fixent les dilutions. 

On transcrit tous ces résultats sur un graphique en portant en 
ordonnée les valeurs des D,, et en abscisse les temps corres- 
pondants a ces D;,. On portera de méme en abscisse les T;, ct 
en ordonnée les dilutions correspondant a ces T,,. 

Nous donnons figure 2 les points expérimentaux (D;, et T;,) 
d’un cas type, et les courbes d’interpolations correspondantes. 


VIII. Lecrure DE CES GRAPHIQUES ET PROPRIETES DE LA COURBE 
DES NITRITES. — L’examen des courbes ci-dessus montre : 

1° A chaque dilution, la distance entre les deux courbes repré- 
sente le temps mis par les germes pour attaquer les hémicellu- 
loses contenues dans le milieu de culture. 
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Pour traduire ce résultat d’une maniére plus netle, on peut 
reporter pour chaque dilution la distance comprise entre les deux 
courbes sur de nouveaux axes de coordonnée identiques aux 
précédents. On a ainsi une courbe différentielle représentant 
'allaque des hémicelluloses par la microflore du sol (voir fig mie): 

En théorie cetle courbe sera une droite. Nous analyserons dans 
la prochaine nole les propriétés de cette différentielle. : 

2° La courbe des nitrites représente le moment ow la crorssance 
débute, autrement dit cette courbe traduit la variation du temps 


TEMPS EN JOURS 
\ 2 3 4 iS) 6 7 8 2) 10 i 


=2 x POINTS CALCULES EN T 50 
© POINTS CALCULES EN D50 


log. DES DILUTIONS 


Fic. 2. — Exemple type de courbe : 
1. Courbe apparition des nitriles. 
2. Courbe de disparition des hémicelluloses. 
3. Différentielle. 


de lalence en fonction de la dilution. Nous voyons que cette 
courbe a Vallure dune hyperbole; pour nous en convaincre, 
nous mettons les points correspondant a la courbe des nitrites 
sur de nouveaux axes de coordonnée, ott les ordonnées portent 
les valeurs absolues des dilutions et les abscisses les valeurs de 
Vinverse du temps correspondant. Done a chaque valeur des D,, 
on fait correspondre non pas les temps de ces D.,, mais leurs 
inverses. Pour les T;,, on en prend les inverses et on y fait 
correspondre les dilutions de ces T,,. Pour éviter des calculs, 
on gradue directement les abscisses en progression hyperbolique, 
c’est-a-dire qu’a chaque valeur de 1/T on inscrit la valeur de T. 
On obtient ainsi le graphique de la figure 38. 

L’expérience montre que dans la trés grande majorité des cas 
la courhe des nitriles portée sur ces coordonnées, en somme semi- 
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hyperboliques, est une droite : ce qui démontre bien que sur les 
coordonnées normales cette courbe est trés voisine d’une hyper- 
bole. 

La pente de celte droite traduit le degré de courbure de 
Vhyperbole. 

Nous n’avons pas la preuve certaine que la variation du temps 
de latence en fonction de la dilution est hyperbolique, mais nous 
avons la preuve qu'elle est trés voisine d’une hyperbole. 

Cette droite, sur coordonnées semi-hyperboliques, coupe (fig. 3) 
Paxe des dilutions au point D. La valeur de D est en principe 


» POINTS CALCULES EN T50 e 
! © POINTS CALCULES EN DSO 


VALEURS ABSOLUES DES log DES DILUTIONS 


Vo DOLWSTES 4 EST coun 2 15 


| 
INVERSE DU TEMPS 


Fic. 3. — Courbe d'apparition des nitrites portée sur coordonnées semi-hyperboliques. 


Ja dilution qui donnerait 50 p. 100 de résultats + et 50 p. 100 de 
résultats — en un temps infini. Ce serait en somme la dilution 
limite, c’est-a-dire celle qui permettrait de calculer le nombre de 
germes contenus dans la terre. Nous ne sommes pas encore en 
mesure d’affirmer qu’il-en est bien ainsi et si ce procédé peut 
servir de numération en valeur absolue du nombre de germes 
hémicellulolytiques contenus dans une terre. Nous poursuivons 
nos recherches pour préciser ce point. 

La note suivante sera consacrée a l'étude théorique de ces 
courbes et donc de leur signification de principe. C’est de la 
comparaison de ces propriétés théoriques et des résultats pratiques 
obtenus que nous espérons tirer des conclusions sur [activité 
hémicellulolytique des terres. 
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RESUME. 


L’auteur expose le protocole général de son expérimentation. 
Le principe est le suivant: ensemencer un milieu électif pour 
hémicellulolytiques (différents milieux sont proposés) avec des 
dilutions suspension de terre ; rechercher chaque jour l’appari- 
tion des nitrites et la disparition des hémicelluloses ; a Vaide 
d’un caleul statistique simple, tracer la courbe des nitrites et !a 
courbe de lyse des hémicelluloses en fonction du temps et des 
dilutions. La courbe différentielle des deux précédentes donne 
allure de l’attaque des hémicelluloses par les germes du sol. 
L’auteur souligne, en outre, une propricté remarquable de la 
courbe des nitrites qui est une hyperbole. Dans des notes ulté- 
rieures, il donnera l’interprétation mathématique de ces courbes, 
ainsi que leur signification par rapport 4 la flore microbienne. 


SuMMARY. 


The author has set out the general protocole of his experimen- 
tation. The principle is the following : inoculate a hemicellulo- 
lytic elective medium (different media are proposed) with dilutions 
of a suspension of earth; each day examine for the appearance 
of nitrites and the disappearance of the hemicelluloses ; by means 
of a single statistical calculation, trace the curve of the nitrites 
and the curve of lysis of the hemicelluloses with respect to time 
and dilutions. The speed of attack of the hemicelluloses by the 
soil bacteria is indicated by the differential curve of the two 
preceeding curves. The author emphasizes moreover, the signi- 
ficant fact that the curve of the nitrites is a hyperbole. In a 
subsequent publication, a mathematical interpretation of fhese 
curves will be given, also their significance in relation to the 
microbial flora. 
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DEVELOPPEMENT DU VIRUS GRIPPAL 
ET pH DU LIQUIDE ALLANTOIQUE 
DE L’HUF EMBRYONNE 


V, — ACTION ACIDIFIANTE ET INHIBITRICE DES SELS D’AMMONIUM 


par B. FAUCONNIER (*). 


(Institut Pasteur. Centre National de la Grippe 
[Service de M. R. Dusarric pe 1a Riviisre}) 


Depuis que nous avons montré qu’un abaissement suffisam- 
ment prononcé, naturel ou artificiel, du pH du liquide allan- 
toique de l’ceuf embryonné in vivo pouvait amener une inhibi- 
tion de la multiplication du virus grippal A-PR8, nous avons 
recherché des substances capables d’acidifier le plus possible le 
liquide allantoique sans entrainer la mort de V’embryon [4, 2, 
3, 4, 5). 

‘Cependant, pour ¢lre réellement efficace sur la multiplication 
virale, cette acidification devait étre non seulement assez pro- 
noncée dés les premiéres heures pour amener le pH allantoique 
de 8 (valeur normale pour des ceufs embryonnés de 11 jours) 
i une valeur inférieure a 5,8, mais encore suffisamment durable 
pour s’étendre sur une période dépassant quarante-huit heures. 

L’étude comparative de l’action acidifiante du chlorure d’ammo- 
nium et de divers acides organiques (acides succinique, citrique, 
adipique, aconitique, tricarballylique, etc.) sur le pH allan- 
toique [5] nous a conduit 4 supposer que les sels d’ammonium 
de ces acides pouvaient donner des résultats plus intéressants 
que ceux fournis par les acides eux-mémes, tout en étant moins 
toxiques que le chlorure d’ammonium, peu toléré a cause de ses 
ions C]-. 

En effet, les acides cités abaissent bien le pH au-dessous de 
5,5, mais celui-ci ne tarde pas & remonter et a dépasser pH 6 
avant vinet-quatre heures, alors que le chlorure d’ammonium 
acidifie moins rapidement mais progressivement ect d’une facon 
plus durable le liquide allantoique. 

La note présente porte donc d’une part sur l'étude de l’acidi- 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 octobre 1955. 
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fication in vivo du liquide allantoique de Voeuf embryonné par 
les sels d’ammonium des acides organiques cités plus haut et déja 
étudiés seuls par ailleurs, et d’autre part sur leur action inhibi- 
trice de la multiplication du virus, puisque action acidifiante et 
action inhibitrice sont deux phénoménes lhés. 


MATERIEL UTIISE. 


Virus : souche de virus grippal A-PR8 entretenue sur ceuf au labo- 
ratoire. Titre infectant sur ceuf : 10—-%,° environ. 

OEufs embryonnés : ceufs de poule de race Leghorn incubés a Ja 
température de 38°5 pendant onze jours. Comme il a été signalé par 
ailleurs [5], age des ceufs et température d’incubation doivent étre 
rigoureusement précisés, car leur variation entraine une variation de 
la toxicité de la substance injectée. ' 

Sels d’ammonium : deux sels ont été utilisés pour les expériences 
suivantes: le citrate d’ammonium (ACN) et le succinate d’ammo- 
nium (ASN). Les proportions acide-base de chacun d’eux sont discutées 
plus loin, car seuls les sels acides sont de quelque intérét. Les sels 
sont mis en solution dans de l’eau’’ 8,5 p. 1000 de ClNa et stérilisés 
2 120° pendant vingt minutes. 

Citrate d’ammonium neutre : 


NH,COy = CH, = © = CH, = COSNH, 
aN 
olf “CONN, 


Succinate d’ammonium neutre : 


NH, CO, — CH, CH. — CO.Ntl. 


Ce sont les sels acides qui sont seuls ulilisés. 
COURBES D ACIDIFICATION COMPAREES D’ UN ACIDE 
ET DE SON SEL D’ AMMONIUM. 


Les actions acidifiantes de Vacide succinique et de l'acide 
ciltrique ont ¢lé étudiées antérieurement [5]. Celles de leurs sels 
(ammonium vont étre examinées de la méme manieére. 


EXPERIMENTATION. -— Ladppelons  bri¢vement la méthode 
employée. Des ceufs embryonnés de 11 jours recoivent par voie 
allantoique 2 ml d’une solution de la substance étudiée. Ils sont 
ponctionnés périodiquement et les 0,2 ml de liquide retiré de 
chaque ceuf sont mélangés en pools correspondants aux diffé- 
rentes heures de ponction. Pendant tous les intervalles qui 
s¢éparent les ponctions, les ceufs sont maintenus a leur tempé- 
rature normale d’incubation, soit 88°5 C. Le pH de chaque pool 
est déterminé et l’on peut construire une courbe qui est la courbe 
d’acidification moyenne de la substance étudiée en fonction du 
temps. 


VIRUS GRIPPAL ET pH DU LIQUIDE ALLANTOIQUE 173 


Rgsutrars. — La figure 1 montre les courbes d’acidification 
obtenues avee dune part 25 mg d’acide citrique (AC) par ceuf, 
et dautre part trois doses différentes (60, 80 et 100 mg par 
ceuf) de citrate di-ammonique (ACN). Ces résultats montrent que 
le sel est infiniment plus efficace et moins toxique que l’acide : 
plus efficace parce que le pH moyen remonte trés lentement ct 
n’atteint pas méme pH 6 quarante-huit heures aprés une scule 
injection de produit ; moins toxique puisque 100 mg de sel sont 


6,5 


valeurs de pH 


59) 


Heures aprés injection 


Fre. 1. — Courbes dacidification de l’acide citrique (A. C.) 
et du citrate d’ammonium a4 3 doses différentes (A. C. N.). 


bien supportés par l’embryon, alors que 25 mg d’acide repré- 
sentent la dose toxique 50 p. 100. 

La figure 2 donne les courbes d’acidification comparées obte- 
nues avec Vacide succinique et le succinate d’ammonium. Ici 
cependant, pour une méme dose de sel de 70 mg par ceuf, diffé- 
rentes proportions d’acide et d’ammoniaque ont été employées. On 
a ainsi la courbe ASN-1 (mono-succinate d’ammonium), ASN-2 
(mélange 4 parties égales de mono et de di-succinate), et ASN-3 
(2 mono- pour 1 di-succinate). Les courbes sont surtout différentes 
dans leur partie iniliale. Dans Jes mélanges acide-ammoniaque, 
laugmentation de l’acide produit un accroissement de lacidifi- 
eation initiale qui ne dure pas. L’augmentation de l’ammoniaque 
donne un corps moins acidifiant mais d’efficacité plus. durable. 
En faisant varier les pourcentages respectifs d’acide et d’ammo- 
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niaque, on oblient la solution optimum tant du point de vue de 
Vaction acidifiante que de la toxicité. 

En résumé, l’action acidifiante des sels d’ammonium est beau- 
coup plus prolongée et plus intéressante que celle obtenue avec 
les acides purs, puisqu’une seule injection de 2 ml dune solu- 
tion adéquate et non toxique peut suffire 4 maintenir pendant 
plus de quarante-huit heures le pH allantoique a une valeur infé- 
rieure 2 6. C’est le but que nous nous proposions d’obtenir [5| 


Fie. 2. — Courbes d’acidification de acide succinique (A. S.) 
et du succinate d’ammonium plus ou moins acide (A.S8.N.). 


pour espérer lutter efficacement contre la multiplication du virus 
dans la cavilé allantoique. 

Il faut cependant noter tout de suite que cette action acidi- 
fiante n’est pas l’apanage des deux sels citrate et succinate 
d’ammonium. Ce sont les sels d’ammonium qui la possédent. 
Des activités comparables ont été obtenues avec le phosphate 
(ammonium et le chlorure d’ammonium. Nous ne pensons pas 
que tous aient le méme intérét. L’activité acidifiante et la toxicité 
du sel doivent dépendre de celle des ions acides. Mais pour 
chacun d’eux il semble que Jl’activité optimum et la toxicité 
minimum soient obltenues pour des proportions acide-base 
donnant en solution un pH voisin de 5. C’est le cas du citrate 
di-ammonique. Mais pour le succinate on est obligé d’avoir 
recours i un mélange précis de sels di- et mono-ammoniques. 
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ACTION INHIBITRICE DES SELS D’ AMMONIUM 
SUR LA MULTIPLICATION VIRALE. 


De ce qui vient d’étre dit, il découle que les sels d’ammonium 
doivent s’opposer beaucoup plus efficacement que les acides a la 
multipheation du virus grippal dans la cavité allantoique. C’est 
ce que nous allons étudier maintenant. 


EXPERIMENTATION. — Des ceufs embryonnés de 11 jours sont 
inoculés par voie allantoique avec environ 100 doses infectantes 
50 p. 100 (DI;,) de virus A-PR8. Us sont aussit6t remis a leur 
température d’incubation de 88°5 C. Une heure aprés inoculation, 
ils sont partagés en 6 lots d’une vingtaine d’ceufs chacun. Le 
premier lot recoit par la méme voie 2 ml d’eau physiologique 
(lot témoin). Les cing autres lots recoivent par ceuf et dans les 
mémes conditions 2 ml d’une solution renfermant respectivement 
30, 35, 40, 45 et 50 mg par millilitre (soit done par ceuf de 60 
a 100 mg) de citrate dic-ammonique (ACN). L’ensemble est remis 
a Pétuve 4 38°5 C pendant quarante-huit heures puis a +4° pen- 
dant quinze heures. Chacun des 6 lots est ensuite prélevé séparé- 
ment en 6 pools. Aprés avoir dénombré et écarté les ceufs morts, 
on détermine dans chaque pool le volume total de liquide allan- 
toique ainsi que son pH et son titre hémageglutinant. Le nombre 
dunités hémagelutinantes moyennes par ceuf est calculé suivant 


: : : Wisin laNe 
la formule déji souvent mentionnée antérieurement [6] U = N 
Resuttrats. — Le tableau I donne ainsi les résultats obtenus 


pour le lot témoin et les 5 lots traités. Tout d’abord, le nombre 
d’ceufs morts dans chaque lot traité n’est pas sensiblement supé- 
rieur A celui observé dans le lot témoin. Done toxicité nulle pour 
toutes les doses indiquées. Les pH des lots traités sont voisins 
de 6. I] est A noter qu’au prélévement, les liquides traités différent 
du liquide témoin par leurs abondants précipités dus au pH acide 
et au froid. A partir d’une certaine dose de citrate, la multipli- 
cation du virus a été si faible qu’il est impossible de déceler 
sa présence dans le liquide allantoique par hémagglutination. Et 
cecil méme aprés quarante-huit heures de culture. 

Jl est done nécessaire d’avoir recours au titrage du pouvoir 
infectant du liquide. Les résultats sont donnés dans le tableau I 
pour le lot témoin et pour le lot ayant recu la dose maxima de 
100 mg par ceuf: ils montrent que l’inhibition de la multipli- 
cation virale par le citrate d’ammonium est considérable. Ainsi, 
une seule et unique dose de 100 mg de citrate d’ammonium 
injectée sous le volume de 2 ml dans la cavité allantoique de 
Veeuf embryonné, une heure aprés inoculation du virus, est 
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T\strau I. — Inhibition de la multiplication du virus obtenue, apres 
quarante-huit heures de culture, au moyen d’une seule injection 


de citrate d’ammonium (A.C.N.) pratiquée une heure aprés 
inoculation du virus. 


T,3 


pH...-- 
Cnt pe 


Volumes.}| 154 ml 140 ml 136 ml 


Yomvaes.| 16 16 16 
Hémagl. 
(HEA) errs | Ee 320 240 


paités 
mag. 
U caters ee 10.000 2.800 2.040 


ibe Gob 10 


capable d’empécher presque complétement le développement du 
virus pendant au moins quarante-huit heures. 


ErUuDE DU PHENOMENE 
SUR CHAQUE ORUF PRIS INDIVIDUELLEMENT. 


Au cours de l’expérience précédente, il n’a été tenu compte que 
de résultats obtenus avec des liquides mélangés provenant d’une 
vinglaine d’ceufs traités. Il est intéressant d’examiner le phéno- 
méne plus en détail en recherchant Vinhibition produite dans 
chacun des ceufs pris individuellement. 

L’expérience précédente est reproduite dune fagon identique 
en tous points sauf en ce qui concerne le prélévement : le liquide 
de chaque ceuf est prélevé séparément. Dans chaque liquide, on 
détermine le pI et le titre hémagglutinant. Les lots ont été traités, 
dune part avec ACN, 80 et 100 mg, et d’autre part avec ASN, 
105 mg par ceuf (tableau LI). 

De rares liquides sont hémagglulinants. A chacun de ceux-ci 
correspond un pH supéricur a 6. Aucun des liquides a pH infé- 
rieur a 5,8 nest hémagglutinant. Le virus a pu se développer 
dans certains ceufs ot la quantilé de sel d’ammonium n’a_ pas 
été suffisante pour amener Je pII du liquide & une valeur assez 
basse. 

Cette dernitre expérience donne une idée plus exacte du phéno- 
mene que Vexpérience précédente. Supposons en effet qu’un 
liquide sur dix ait un titre hémagelutinant de 2560, les neuf 
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autres liquides élant HA = 0. Un pool des dix liquides donnera 
un ltre moyen de 256. Ce résultat laisse supposer que le virus 
s'est développé dans chaque cuf d’une maniére relativement 
abondante : ce qui est inexact. La présence d’un seul liquide 
abondamment virulent dans un pool de liquides pauvres en parti- 
cules de virus risque de faire commettre des erreurs sur la réalité 
du phénoméne. En excluant les liquides HA = + (n* 3 et 11 dans 


Tasteau IH. — Inhibition de la multiplication du virus obtenue, dans 
des cufs individuels aprés quarante-huit heures de culture, au 
moyen d’une seule injection de citrate d’ammonium (A.C.N.) 
pratiquée une heure aprés inoculation du virus. 


ACN 80 me ACN I00 mg ASN 105 me | 


pH HA 

SARS) 591202000 59 Ts +0000 
eee) 56000000 59 Tice seeO 
56000000 Potaa [ 8... .2560) 
SHiscood! 18...-264 Sy TeeeeeO 
6,1.+00.0 598202020 59 Ts ose 60 
657115 564 56200420 59 Te 20000 
5 y8.00020 59 Teeeee0 59 Teesee0 
59 Te 22000 58.2240 S51 eee seO 
531ee0000 58.0220 598. 02020 
5,8...-.0 6200020 To220s0 
Dy To ce ee 
5971-20020 Dy LoorecO 
De OI!) 
Ss 1eeeeeO 
5,8.222.0 


D.I.50 pool liq.all.pH<6 dans ASN 105: 10-6 


4 
BiTtsO" pool Lignail. vemolne tte. suse 105° 92 


la colonne ASN 105 du tableau IL), on obtient un pool de liquides 
réellement HA = 0 dont le titre infectant permet de déterminer 
de facon précise la quantité de virus développé dans chacun 
d’eux et de comparer cette quantité a celle des liquides témoins 
(tableau II, bas). Elle ne semble pas netlement supérieure a la 
dose de virus (100 doses infectantes) injectée dans l’ceuf lors de 
Vinoculation. Des expériences plus complétes sont en cours a ce 
sujet. Ce qui signifierait que le virus, dans les liquides suffi- 
samment acidifiés par le sel d’ammonium, n’a pu se multiplier 
et est resté tel quel. De plus, quelle que soit la dose de virus 
inoculé (10-2, 10—-* ou 10-* DI,,), on observe dans un lot d’ceufs 
donné autant d’inhibitions totales pour une méme quantité de 
sels d’ammonium. 
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Discussion. 


1° Recherche d’un éventuel pouvoir virulicide des sels d’ammo- 
nium, — On peut supposer que le succinate et le citrate d’ammo- 
nium sont doués d’un pouvoir virulicide, et qu’injectés dans le 
liquide allantoique, ils détruisent au fur et a mesure de leur 
production les particules de virus. Ce pouvoir virulicide éventuel 
a done été recherché de la maniére suivante. Un lot d’ceufs 
embryonnés de 11 jours recoit par voie allantoique 80 mg de 
ASN par ceuf sous le volume de 2 ml. Un autre lot du méme 
dige recoit dans les mémes conditions 2 ml d’eau physiologique 
(lot témoin). On a done un liquide allantoique renfermant la 
méme quantité de succinate d’ammonium (ou de produit de son 
métabolisme) que les liquides des expériences principales vues 
plus haut. Dans un tube a hémolyse, 1 ml de ce liquide est 
mélangé 4 1 ml d’une culture récente de virus (mélange au 1/2). 
Un autre mélange de 1/10 de virus pour 9/10 de liquide est 

également préparé. De méme, les mélanges au 1/2 et au 1/10 de 
virus et de liquide allantoique témoin. Les quatre mélanges sont 
placés au bain-marie & 37° pendant une heure, et le pouvoir 
infectant de chacun d’eux est alors titré sur ceuf. Le tableau III 
montre que le titre infectant est le méme pour les mélanges 
témoins et les mélanges traités au ASN. Le produit injecté a 
Voeuf n’est done pas virulicide. On obtient le méme résultat 


avec ACN. 


6,6 


TasieaAu III. 


107899 


ASN 1/2 ASN 1/10 TO 


~6,6 


107392 


moi72 T I/I0 age) 


2° Recherche du pouvoir anti-hémagglutinant éventuel des sels 
d’ammonium, — En face d’une absence totale de pouvoir hémag- 
glutinant aprés quarante-huit heures de culture, au sein de liquides 
inoculés de virus el traités au ASN ou au ACN, on peut étre 
également amené a supposer que le virus existe abondamment, 
mais que sa présence est masqu(e par un pouvoir anti-hémag- 
glutinant élevé du mélange sel d’ammonium-liquide allantoique. 
Pour élucider la question, trois liquides allantoiques sont pré- 
parés. Le premier est du liquide allantoique normal d’ceufs 
embryonnés de 13 jours; le second est du liquide allantoique 
d’ceufs embryonnés de 13 jours qui ont recu quarante-huit heures 
auparavant 90 mg par ceuf de ACN; le troisiéme est le méme 
liquide que le second, mais neutralisé 4 pH 7 avec de la soude 
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pour éliminer une éventuelle action du pH sur Phémagelutination. 
Le pouvoir inhibiteur de ’hémagglutination de ces trois liquides 
est examiné suivant la méthode classique (test de Hirst) en 
présence de 4, 8, 16, etc. unités hémagglutinantes de virus. Le 
tableau IV montre que les liquides traités aux sels d’ammonium, 
neutralisés ou non, ne présentent pas plus d’inhibiteurs de 
Svedmyr {7] que le liquide normal, aux erreurs d’expérience prés. 


TasLeau IV. 


Unités HA de virus—) 


Liq.All.Norm.(témoing 


PiqcatieckON. ©. 2237s 


Lig.Al1.+ACN (neutr. 


Unités inhibitrices des 3 liquides 


D’ailleurs, comme il a été montré plus haut, le titre infectant 
trés bas de ces liquides non hémagglutinants, aprés quarante-huit 
heures de culture, avait déja prouvé l’absence presque tolale de 
virus en leur sein. On obtient les mémes résultats avec ASN. 


En conctusion, labsence de pouvoirs anti-hémagglutinant et 
virulicide des deux sels d’ammonium aux doses actives prouve, 
d’une part que la présence du virus n’est pas masquée mais est 
réellement trés pauvre, et, d’autre part, que le virus n’est pas 
activement détruit dans le liquide allantoique. C’est done bien 
d’une inhibition de la multiplication qu’il s’agit. Cette inhibition 
est due a lacidité du liquide et il existe un seuil de pH allan- 
loique, voisin de pH 5,8, au-dessous duquel, quelle que soit la 
dose de virus inoculé, la multiplication ne peut se faire. C’est 
ce que nous avions déja montré ailleurs pour des ceufs normaux 
n’ayant recu aucune substance acidifiante mais dont le pH allan- 
toique devenait acide d’une facon naturelle et progressive au 
cours de l’incubation [4]. 

‘La diversité des méthodes employées et la multiplicité des 
substances étudiées aboutissant au méme résultat permettent 
d’affirmer que c’est bien le pH qui joue le principal ré!e dans 
les phénoménes d’inhibition étudiés. L’une des réactions enzyma- 
tiques qui concourent & la multiplication virale dans la cellule- 
héte ne peut avoir lieu si la cellule baigne dans un liquide dont 
le pH est inférieur a 5,8 environ, et ceci quelle que soit la 
substance utilisée pour amener le pH du liquide 4 cette valeur. 
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Ratsumas. 


Les sels d’ammonium en général, injeclés dans la cavilé allan- 
toique de l’ceuf embryonné de 11 jours, possédent, grace a leur 
action sur le pH du liquide allantoique, une action inhibitrice 
importante sur la mulliplication du virus grippal. 

L’étude présente concerne essentiellement l’action du citrate et 
du suecinate d’ammonium. Elle montre qu’une seule et unique 
injection de 100 mg de citrate di-ammonique sous le volume de 
2 ml (solution aqueuse a pH 5), pratiquée dans la cavité allan- 
toique une heure aprés injection d’une dose quelconque de virus, 
est capable de s’opposer presque complétement a la multiplication 
du virus. Cette inhibition est telle qu’aprés quarante-huit heures 
et plus de culture, il est impossible de détecter la présence du 
virus dans le liquide par le test hémagglutinant. Le titre infectant 
de ce liquide montre alors une absence de multiplication ou une 
multiplication trés légére. 

Il existe une composition optimum du mélange acide-ammo- 
nium pour laquelle l’inhibition est maximum avec une toxicité 
embryonnaire nulle. Le pll de ce sel idéal en solution aqueuse 
est voisin de 5. 

Aux doses inhibitrices étudiées, les sels d’ammonium ne sont : 
1° ni toxiques pour l’embryon (survie jusqu’é éclosion) ; 2° ni 
virulicides ; 3° ni anti-hémageglutinants. 

L’inhibilion par les sels d’ammonium est essenticllement due 
i Vaction acidifiante notable et prolongée de ces sels sur le 
liquide allantoique. Si l’action acidifiante est insuffisante (ce qui 
arrive pour quelques rares ceufs), Vinhibition n’est que partielle 
ou nulle. Elle est suffisante pour étre inhibitrice lorsque et parce 
quelle fait tomber le pH allantoique et le maintient au-dessous 
de pH 5,8 

Ces résultats confirment d'une facon absolue ceux obtenus anté- 
rieurement avec des ceufs embryonnés normaux vieillissants dont 
ie liquide allantoique s’acidifie normalement, A savoir que cette 
valeur de pH (5,8) est un seuil au-dessous duquel le virus ne 
peut se développer. 


SuMMARY. 


Ammonium salts in general, when injected into the allantois 
cavity of eggs fertilized 11 days earlier, strikingly inhibit the 
multiplication of influenza virus because of their influence on the 
pH of the allantois fluid. The author describes his study in this 
field with ammonium citrate and succinate. He shows that one 
single injection of 100 mg bi-ammonium citrate (2 ml solution in 
water at pH 5) into the allantois cavity one hour after injection 
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of a random dose of virus inhibits its multiplication neariy 
completely. 
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SUR LA VALEUR DE LA REACTION DE DEVIATION 
DU COMPLEMENT DANS LE DIAGNOSTIC DE LA RAGE 


par R. DEPOUX et P. MERVEILLE (’). 


(Institut Pasteur de Brazzaville A. E. F.) 


Dans les pays ou la rage sévit a l'état endémique, nombre 
d’animaux meurent suspects de cette maladie et il importe 
d’acquérir aussi rapidement que possible un diagnostic sir. C’est 
dans ce but que des auteurs japonais, Kiyoshi Ando et coll. [4, 2], 
proposérent une méthode sérologique de diagnostic de la rage 
chez un animal suspect. 

Le cerveau ou les glandes salivaires de l’animal sont testés, 
dans une réaction de déviation du complément, contre un sérum 
hyperimmun. 

Avant les essais d’Ando, des tentatives analogues avaient déja 
été effectuées par Heller et Tomarkin [8], Friedberger [4], Nedri- 
gailoff et Sawtscheko [5], Krauss et Takaki [6], Marie ct 
Urbain [7], Krauss et Michalka [8]. Mais, a la suite de ces tra- 
vaux, la réaction de fixation du complément ne fit pas la preuve 
de sa spécificité et ne passa pas dans la pratique courante. 

Pour Ando, au contraire, cette méthode donne des résultats 
spécifiques. Elle n’exclut certes pas la recherche des corps de 
Negri dans les cellules de la corne d’Ammon, ou les passages 
aux animaux de laboratoire indispensables pour parvenir au 
diagnostic en absence de corps de Negri chez l’animal suspect. 

La réaction de fixation du complément s’ajouterait seulement 
a ces deux examens qu'elle compléterait grace & deux avantages 
importants : 

La rapidité de son exécution ; ; 

La possibilité de son utilisation, méme lorsque le cerveau de 
Vanimal suspect parvient au laboratoire dans un état de putré- 
faction avancée. 


TECHNIQUES 


Nous n’avons apporté que des modifications minimes au proto- 
cole publié par Ando [4]. Nous ne reprendrons done pas tous 


(*) Manuscrit recu le 17 octobre 1955. 
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les détails des manipulations, mais nous signalerons seulement 
les quelques changements apportés a la technique. 


Anrickne. — Aucune modification ne fut apportée au mode de 
préparation des antigénes. Seuls jes cerveaux frais ou conservés 
en glycérine furent ulilisés. Les cerveaux reeus dans la solution 
4 10 p. 100 de formol avaient acquis un tel pouvoir anticomplé- 
mentaire qu’ils durent étre rejetés. 


SERUM HYPERIMMUNISE. — Devant limpossibilité d’obtenir des 
titres protecteurs convenables dans le sérum des cobayes de 
notre élevage, nous avons préparé le sérum hyperimmunisé chez 
des lapins. 

Les injections vaccinantes furent faites deux fois par semaine, 
par vole sous-cutanée, sous le volume de 2 cm‘. 

Le vaccin fut préparé sous forme d’une émulsion a 10 p. 100 
«le cerveaux de lapins inoculés par voie intracérébrale avec un 
virus de rage des rues récemment isolé a Brazzaville, cerveaux 
prélevés dés l’apparition des paralysies. 

‘Les six premiéres injections furent faites avec un vaccin phé- 
niqué a5 p. 100 et atténué par incubation a la température du 
laboratoire (entre 25 et 30°) pendant vingt-quatre heures. Pour 
les sixiéme et sepli¢me injections, le vaccin phéniqué ne fut pas 
atténué. 

Enfin, pour les quatre derniéres injections, ]’émulsion fut 
inoculée sans aucune atténuation chimique ou thermique. Le 
sérum fut prélevé vingt jours aprés la derniére injection et titré 
par la méthode de séroprotection sur souris [9]. L’indice de pro- 
lection fut 3,2 log. 


CompLiEMENT. — Sérum frais de cobayes. 

Systéme hémolytique : Identique aA celui utilisé par Ando. 
Toutes les dilutions et suspensions furent faites dans la solution 
tampon véronal-véronal sodique & pH 7,3 préconisée par Mayer 
et coll. [40}. 


ConDUITE “DE LA R»ACTION. — Malgré Vaddition de sérum 
chauffé au diluant, ’antigéne possédait toujours un pouvoir anti- 
complémentaire important. ; 

Nous nous sommes donc écartés de la technique décrite par 
Ando et nous avons titré le complément en présence du volume 
d’antigéne utilisé ultérieurement pour la réaction. 


R&suLTATs. 


Des essais préliminaires ont été effectués avec des animaux 
infectés par voie intracérébrale et avec des animaux témoins. Les 
résultats sont consignés dans le tableau I. 
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TasLeau I. 


ANIMAUX DEVIATION DU COMPLEMENT 


—— 


| 


Mélange de 6 cerveaux de souris [rage des rues] (1). 12 
Mélange de 6 cerveaux de souris (rage des rues). | 16 
Mélange de 6 cerveaux de souris (rage des rues). . 12 
Mélange de 6 cerveaux de souris normales... . — 
Mélange d+ 6 cerveaux de swuris normales... . iad) 
Cerveau de cobaye (rage des rues). ........ 16 
Cerveau de cobaye (rage des rues) ........ 8 
Cerveau de cobaye (rage des rues) ........ 16 
Cerveau de cobaye (rage fixe). .......... 42 
Cerveau de cobaye [rage fixe] (2)......... 8 


Cerveau de cobaye tuberculeux. ......... -— 
Cerveau de cobaye tuberculeux. ......... — 
Cerveau de cobaye neuf...........2... — 
Ceryeaude.cobaye neul.e. es ese ee —_ 


N. B. — Les résultats sont exprimés par Jinverse de la dilution donnant 
50 p. 100 d’hémolyse au cours de la réaction de fixation du complément. 

(1) Rage des rues: virus isolé & Brazzaville en 1954. 

(2) Rage fixe : souche Louis Pasteur. 


Un cerveau humain et 39 cerveaux animaux : chiens, chats, 
singes, antilope, tous morts suspects de rage ont ensuile été 
examinés d’une part selon les procédés classiques : histologie ct 
inoculations aux animaux tests, et d’autre part au moyen de la 
réaction de fixation du complément. 


TasLeau II. 


LS RS SSS SS 


NOMBRE DE CAS DEVIATION NISTOLOGIE 
du complément et inoculations 


—— 


et tas 


+ 
of 


Ieee 


Les titres obtenus dans les cas positifs sont trés variables et jl 
ny a aucun rapport entre Vintensilé des lésions histologiques 
et le résultat sérologique. 

Cependant, lorsqu’il y a discordance entre déviation du com- 
plément et histologie, les titres sériques sont généralement has. 
I] est toutefois impossible de définir un seuil de spécificité, 

Contrairement a ce qu’ont publié les auteurs japonais, le fait 
pour un cerveau d’étre trés altéré n’entraine pas une augmenta- 
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tion de son pouvoir antigénique spécifique, mais accroit par 
contre son pouvoir anticomplémentaire. 


Discussron. 


Les cerveaux des souris et des cobayes inoculés par voie intra- 
cérébrale avec le virus rabique permettent de préparer un anti- 
géne fixant le complément en présence de sérum hyperimmun 
homologue. 

Rien de tel ne se produit avec les cerveaux d’animaux exempts 
de rage. 

Chez les animaux atteints de rage des rues transmise non expé- 
rimentalement, les résultats sont variables. 

Sur 40 cas: 

Dans 31 cas il y a concordance entre les divers moyens de 
diagnostic. 

Dans 9 cas il y a discordance : le test sérologique est positif 
alors que histologie et inoculations ne permettent pas de poser 
le diagnostic de rage. La discordance inverse n’a jamais été 
observée. 

Nous pouvons conclure que : 

1° Lorsque la réaction de déviation du complément est néga- 
live, il n’y a pas rage ; 

2° Lorsqu’il y a rage, la réaction de déviation du complément 
est positive. 

3° ‘Lorsque la réaction de déviation du complément est posi- 
tive : dans les deux tiers des cas il y a rage, dans un tiers des 
cas il n’y a pas rage. 

Cette méthode d’investigation est donc d’une spécificité dou- 
ieuse et il nous semble que seuls les résultats négatifs des tests 
sérologiques peuvent étre pris en considération. 


SUMMARY. 


When mice and guinea-pigs are inoculated intracerebrally with 
rabies virus, their cerebra may be used for the preparation of 
an antigen which fixes complement in presence of homologous 
hyperimmune serum. Results are variable when animals have 
been naturally infected with current rabies virus. When the 
complement fixation reaction is negative the case is not rabies. 
If it is rabies the reaction is positive. If the reaction is positive, 
we are in presence of rabies in 2/3 of the cases; in 1/3 of the 
cases it is not rabies. So the specificity of the method is doubtful. 
It seems that only negative reactions should be reckoned with. 
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LA PRODUCTION EXPERIMENTALE 
DE MALFORMATIONS MAMMAIRES 
CHEZ LES FQ@TUS DE SOURIS, 

PAR L’ACTION DES HORMONES SEXUELLES 


DEUXIEMK PARTIE 
par Atpewr RAYNAUD et Madame Jeanne RAYNAUD (°). 


(Institut Pasteur, Laboratoire de Sannois [Seine-et-Oise}, 
et Laboratoire Pasteur de [Institut du Radium) 


I. — Introduction. 


Dans la premiere partie de ce travail [4], nous avons montré 
quune hormone cestrogéne, injectée directement au fetus de 
souris, altérait profondément le développement des ébauches 
mammaires foetales, et provoquait de nombreuses malformations 
mammatires congénitales. : 

Dans cette deuxiéme partie, nous examinerons quels sont les 
effets, sur le développement foetal de la mamelle, de l’adminis- 
tration de ’hormone cestrogéne a la souris gravide ; nous verrons 
que Vbormone ainsi introduile dans l’organisme maternel est 
capable d’exercer sur les foetus une action comparable a celle 
que produit ’hormone injectée directement au foetus, c’est-a-dire 
de provoquer des malformations mammaires feetales ; nous étu- 
dierons. dans ces conditions, l’effet de doses variant dans d’assez 
larges limites ; et nous verrons que des doses relativement faibles 
sont encore capables d’exercer une action nocive sur la mamelle 
des foetus. 


Il. — Effets sur les ébauches mammaires des fcetus, 
de l’injection d’hormone cestrogéne a la souris gravide. 


Rappelons que c’est en étudiant les effets généraux sur les 
fcetus, des hormones cestrogénes injectées a la souris en gesta- 
tion, que l’un de nous a découvert, en 1947, action nocive des 


(*) Manuscrit regu le 20 octobre 1955. 
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oestrogénes sur la mamelle foetale [2]; depuis cette date, nous 
avons étendu ces recherches et nous rapportons, ici, l’essentiel 
des résultats obtenus. 


A. — MatéRIEL ET TECHNIQUE. 


Notre matériel comprend, tout d’abord, une série de foetus prove- 
nant de souris gravides ayant regu des injections de doses élevées de 
dipropionate d’cestradiol ; c’est le matériel qui avait été utilisé par I’un 
de nous pour |’étude de l’intersexualité foetale provoquée par les cestro- 
génes ; les doses, comprises entre 2,5 et 7,5 mg et les conditions 
d’injection (deux ou trois injections entre Je jour 11 et le jour 16 de 
la vie foetale) ont été rapportées dans une publication antérieure 
(A. Raynaud, 1942 [3]). 

Nous avons récemment effectué une nouvelle série d’expériences pour 
étudier leffet, sur la mamelle foetale, d’une quantité d’hormone 
cestrogéne égale puis inférieure 4 1 mg ; dans ce cas, une seule injec- 
tion a été faite 4 chaque souris gravide, soit au jour 12, soit au jour 13 
de la gestation; lhormone cestrogéne utilisée est du dipropionate 
d’cestradiol purissime préparé par les laboratoires Roussel ; nous avons 
utilisé deux échantillons de cette substance, ayant pour constantes 
physiques, l'un: point de fusion F = 108° (bloc) et pouvoir rotatoire 
(a)p = +88°5 (dioxane), l’autre : F = 103-106° (bloc) et (a)p = +385° 
(dioxane). L’>hormone, en solution dans l’huile d’olive, est injectée sous 
la peau du dos de la souris gravide (nous avons utilisé deux solutions, 
Vune a 15 mg par centimétre cube, l’autre & 3 mg par centimétre 
cube) ; aprés l’injection, un massage soigneux assure une meilleure 
répartition sous-cutanée de la solution injectée ; les souris gravides ont 
été sacrifiées au stade de 18 jours et quelques heures de la gestation, 
c’est-a-dire quelques heures seulement avant la date calculée du terme ; 
les foetus ont été prélevés dans les cornes utérines, pesés, examinés 
a la loupe binoculaire, autopsiés, immergés ensuite dans un liquide 
fixateur (liquide de Bouin, ou mélange de Zenker-formol-acide acétique), 
inclus et débités en coupes sériées de 7,5 pw ou de 10 yw d’épaisseur ; 
leurs ébauches mammaires ont été ensuite étudiées microscopiquement. 

Pour cette deuxiéme série d’expériences, nous avons utilisé presque 
exclusivement des souris femelles appartenant 4 la lignée XVII consti- 
tuée par M™ Dobrovolskaia, 4 l’Institut du Radium de Paris. Le stade 
de la gestation et lage des foctus ont été déterminés de la maniére 
indiquée dans la premiére partie de ce travail (voir [41], note infra- 
paginale, page 53). Le tableau XIII résume les conditions de cette 
deuxiéme série d’expériences qui porte sur l’effet de doses s’échelon- 
nant entre 50 y et 1000 y. 

Au cours de nos premiéres recherches en 1947, relatives 4 1’effet 
des doses élevées d’hormone cestrogéne, nous n’avions pas étudié systé- 
matiquement toutes les ébauches mammaires de chaque fcetus : notre 
étude avait porté sur les quatre ébauches inguinales et sur quelques 
ébauches pectorales seulement ; cette étude avait été suffisante pour 
mettre en évidence l’action nocive des osstrogénes (oestradiol, dihydro- 
stilboestrol) vis-a-vis des ébauches mammaires foetales, a ces stades 
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précoces. Dans la seconde série d’expériences, rapportée ici, toutes les 
ébauches mammiaires de chaque foetus femelle et de quelques foetus 
males ont été systématiquement étudiées. 


Tavreau XUI. — Injection 4 la souris gravide, 
de doses de dipropionate d’cestradiol 
comprises entre 50 y et 1000 jy. 


N° dej/Quantité de /Age des foetus au moment : Etat des foetus de la portée : 

la dipropionate de du 

por- d'oestra- l'injection sacrifice |Nombre Sexe |Poids ILongueur Distance N° de 
tée. |diol (x) in-]J& la mére (mg.) distance ano-géni éle- 


jJectée & la sommet du tale. 
crane-anus (mm, ) 
(mm) 


fof 642,I |non mesurée|n.mesur, 
4 Q 1209,7 ate, 
I (vivants)] 9 1175,0 id. 
On I115,8 id. 
Q } 1118 id. 
2 3 9 890 id, 
(vivants)| o7 1256 id. 
ce) 1010,3 24 
3 % (ei 1080,8 2555 
(vivants)| 9 978 ,2 23,8 
om 1068,0]non mesurée 
oO | 1131.7 id, 
7 @ } 10s54y7 24,5 
es (vivants) 9 1086,0 25 
On 861,5 2345 
o 1010 25 
ao T119,3 25 
9 792,3 22,2 
On 844,0 23 
13 jours on 843,43 23 
5 - 6.0. fo) 704.0 23 
(vivants) Q 835,0 23,5 
on 726.5] non mesurée 
3q | non pe-|non mesu~ 
sées. rées, 
Q | 1075.3 26,5 
- | 18 jours oa 1128,5 26,2 
o 10 h. 8 9 980,3 25,0 
+ Il h. (vivants)]| o7 1060 ,0 255 
o” 1021,0 25 
9 701,6 23 
oo 631,2 22 
9 1149 22,5 
13 jours -| 18 jours or 1186 24,5 
4 9h .30 . 4 oO” 1156,0 24 
(vivants) 1048 2345 
t. 1218 25 
o7 | 1293 24,5 
co] 786,2 22 


(x) Dipropionate d’cestradiol purissime, en solution dans l’huile d’olive. 


Comme témoins dans ces expériences, nous avons utilisé des foetus 
de souris provenant de méres ayant recu, au cours de la gestation, 
une injection d’huile d’olive pure ; nous avons aussi étudié des foetus 
et des nouveau-nés femelles normaux. 


B. — Rg&suLTATS OBTENUS. 


L’injection d’hormone cestrogéne a la souris gravide provoque 
des altérations du développement de la mamelle des foetus tout 
4 fait semblables a celles obtenues par l’injection directe de 
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Veestrogéne au foetus. A cdté de la suppression du développement 
de nombreuses ébauches, phénoméne que nous avions observé en 
1947, lcestrogéne provoque des transformations morphologiques 
importantes de la structure des ébauches, constituant des malfor- 
mations tres variées ; avec les doses faibles, les effets sont moins 
intenses et plus nuancés ; mais A partir de doses de Vordre de 
500 y, les effets sont comparables 4 ceux observés dans les 
expériences d’injection directe de hormone au foetus. Ces effets 
portent 4 la fois sur les mamelons et sur le développement de 
la mamelle ; nous les étudierons successivement. 


a) Effets sur les mamelons. 


Consécutivement a Vinjection dune hormone cestrogéne (cestra- 
diol, dihydrostilbcestrol, etc.) a la souris gravide, les mamelons 
des foetus se développent prématurément : l’épithélium recouvrant 
laire mammaire s’épaissit, en méme temps que le derme se gonfle 
et se souléve : il en résulte la constitution d’un mamelon faisant 
saillie au-dessus de la surface cutanée (fig. 52-54, pl. XVII; 
fig. 60, pl. XIX); le degré du développement des mamelons est 
fonction de la dose d’hormone injectée 4 la mére, du stade de 
injection, du sexe des foetus; nous avons résumé, antérieure- 
ment [4], quelques données quantitatives sur le degré de dévelop- 
pement de ces mamelons. 

Les mamelons ainsi développés prématurément présentent cer- 
laines particularités : invagination épithéliale qui, chez le foetus 
femelle normal, délimite le mamelon ne se forme pas, en général, 
chez ces foetus; de plus, lorsque l’ébauche mammaire a été inhibée 
ou lorsqu’elle présente de grosses malformations, on ne distingue 
pas, 4 terme, d’indice de perforation 4 l’apex du mamelon : les 
cellules mammaires font défaut en ce point dans l’épaisseur de 
Pépithélium qui est entiérement de type malpighien et cetts 
absence de tissu mammaire explique Vabsence de perforation. 
Enfin, la plupart des mamelons présentent d’autres anomalies - 
épaisseur anormale de l’épithélium de recouvrement ou bien 
enfoncement de cet épithélium vers l’intérieur, sous forme d’une 
invagination cordonale de type malpighien, ou encore enfonce- 
ment de aire mammaire pour donner naissance 4 un ccelomasie, 
cesta-dire a une structure rappelant un mamelon  invaginé 
(endothéhes diverses, photographies 55, 62). 


b) Effets sur la glande mammaire. 


Sous leffet des hormones cestrogénes injectées a la mére 
gravide, le développement de la mamelle des foetus est fortement 
altéré (tableau XIV); une série de malformations mammaires 
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Tasruau XIV. — Morphologie et structure (d’aprés l’examen histo- 
logique) des ébauches mammaires de fetus femelles de souris 
provenant d’une mére ayant recu une injection de dipropionate 
d’cestradiol au stade de douze ou de treize jours de la gestation. 


Désignation 
du foetus. 


Etat des ébauches mammaires pectorales 
(é.g.:ébauche gauche;é.dr.:ébauche droite.) 


Etat des ébauches ‘mammaires 
inguinales ' 

é,g.ébauche gauche;é.dr.:.droite 

Iére paire 2eme paire 


Iére paire 2éme paire 3eme paire 


invaginations invaginations 
épidermiques | épidermiques 
avec des cellu-| profondes ter- 
les basophiles,|minées par un 
& leur base. cordon mammaire 
(& droite) ou 
par un groupe 
de cellules ba-| 
sophiles for- 
mant un cordon 
rudimentaire (a 
Baucne a 
coelomastes ipvaciseed one é.dr. : cordon |petits amas absente 
bien développé |épidermiques mammaire court.|épidermiques, (mamelons sans 
a droite, petit|avec des cellu-|é.g. : cordon |avec des cellu-| mamelle). 
a gauche). les basophiles |mammaire court |les basophiles 
sur leurs bords|non ramifié , &|sur leurs borda 


absente 
(mamelons trés 
développés, 

sans mamelle). 


coelomastes 
bien développés 


é.dr. : non 
étudiable. 

é.g. : invagi- 
nation épider- 
mique avec des 
cellules baso- 
philes bour- 
geonnant a sa 
partie distale. 


é.,dr. : amas ecénes épider- ébauches sub- cordons mam— é,dr, : trés 
épithélial épi-|miques supvor- |normales. maires courts, | petit rudiment 
(18 j-10h.30 | dermique ayant | tant & leur attachés a d'ébauche & 


extrémité dis- 
tale un cordon 
mammaire court, 
non ramifié a 
droite et élar- 
gi a gauche. 


& sa base, des 
cellules baso- 
philes d'ov 
partent des 
bourgeons mul- 
tiples. 

é6.g. : petit 
amas épidermi- 
que cdnique,de 
la base duquel 
partent deux 
bourgeons &@ 
base distincte, 
2173 amas épidermi- |é.dr. : céne trés courts é.dr. : amas 
ques, dont les |épidermique cordons mam- épidermique 
assises profon-|supportant un maires attachés| large et court 
des, formées de |large bour- au sommet d'un |avec des cellu- 
cellules baso- |geon mammaire mamelon, les plus colo- 
philes, donnent]bilobé. rées & son ex- 
naissance & des|é.g. : court trémité ; prés 
bourgeons mul- jet large cor- de lui, sur sa 
tiples. don mammaire droite existe 
attaché & une petite 
l'apex d'un ébauche mammai- 
mamelon,. re surnuméraire 
attachée @ 1'é- 
piderme, 
é.g. : court 
cordon mammaire 
attaché & 1'é- 
piderme. 


+ 9 h.30) l'épiderme par 


une base large. 


l'apex d'un ma- 
melon saillant 
é.g. : absente 
(mamelon trés 
développé sans 
mamelle,) 


absente 
(mamelons sans 
mamelle). 


(18 j.10h.30 
+ 9h.30.) 


prend ainsi naissance [5]; elles présentent une grande similitude 
de structure avec les anomalies provoquées par V injection directe 
d’hormone cestrogéne au foetus ; aussi nous contenterons-nous de 
donner ici les principales caractéristiques des grandes catégories 
de malformations obtenues dans cette nouvelle série d’expéricnces. 


a) MorPHOLOGIE GENERALE DES MALFORMATIONS. 


Les principales malformations mammaires présentes chez les 
foetus provenant de méres traitées aux cestrogénes pendant !a 
gestation sont les suivantes : 
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Tapieau XIV (suite). — Morphologie et structure (d’aprés l’examen 
Dlatelaaiquel des ébauches mammaires de fetus | femelles de 
souris provenant d’une mére ayant regu une injection de dipro- 


pionate d’estradiol au stade de douze ou de treize jours de 
la gestation. 


Etat des ébauches mammaires pectorales Etat des ébauches mammaires 


Désignation 

du foetus. 

(Ne de prélé- 
Iere paire 


é.dr. : amas 
malpighien cé- 
nique d'obk part 
un court cordon 
mammaire. 

é.g. : petit 
coelomaste de 
la base duquel 
partent deux 
petits cordons 
mammaires et 
deux petits 
bourgeons. 


(18 jours 8h. 
+ 10 he) 


ébauches sub- 
normales ; un 
petit amas mal- 
pighien cdnique 
existe & leur 
base, 


2069 


(18 jours IO) 
+ I1 b;) 


ébauches sub- 
normales (base 
légtrement 
élargie et. cd- 
nique), 


2071 


(18 jours 10 
SELIERaye 


é.dr. 2 bien 
développée, 
mais & base 
large, cénique, 
malformée, 

é.g. : sub-nor- 
male, bien dé- 
veloppée, rami- 
fiée, mais & 
base élargie. 


2156 


(I8 jours 17h 
+ 9 h.30). 


é.,dr. : normale 
mais débouchant 
dans un petit 
creux épidermi- 
que. 

é6.g. : de 
structure nor- 
male, 


2159 


(I8 jours I7h 
+9 h.30). 


La suppression 


totale 


2eme paire 


Invaginations 


malpighiennes 
avec de petits 
bourgeons mam— 
maires 4 leur 


partie distale. 


ébauches sub- 
normales (un 
trés petit col 
épidermique 
existe & leur 
base). 


ébauches 
sub-normales, 
presque 
normales, 


ébauches | 
sub-normales, 


ébauches de 
structure nor- 
male, débou- 
chant dans un 
ereux ou repli 
épidermique 
profond, 


(6.g.:ébauche gauche;é.dr,:ébauche droite.) 


3eme paire 


ébauches 
sub-normales, 


é.dr. : sub- 
normale, pres- 
que normale, 
é.g. 2 sub- 
normale (base 


-|légerement é- 


largie et cdni- 
que). 


ébauches 
normales, 


é.dr. : de 
structure nor- 
male, 

é.g. : sub-nor- 
male attachée 

& 1'épiderme 
par une base 
large. 


é.dr. =: sub- 
normale, A base 
large et s'in- 


‘|}sérant au fond 


d'un petit 
creux de l'épi- 
derme, 

é6.g. : de ; 
structure nor- 


‘|lmale, mais dé- 


bouchant au 
fond d'un petit 
creux épidermi- 
que. 


du développement 


inguinales ; 
é.g.ébauche gaucte;é dr,:& droite 


Iére paire 


2éme paire 


é.dr. : tres tres courts 


court cordon 
mammaire ; 


épithélial, 
large et court 
avec des cellu- 
les malpighien- 
nes dans sa 
partie interne). 


é.dr. : cordon 

mammaire court 
de lon- 
et élar- 


: court 
mammaire 
de lon- 


normale (cor- 
don A peu prés 
rectiligne, de 
340 & de lon- 
gueur, non ra- 
mifié). 

é6.g. 3 court 
cordon mammaire 
(260 de lon- 
gueur), renflé 
a sa partie 
distale,, 


ébauches sub- 
normales, assez 
développées 
(570 & de lon- 
gueur) mais 
presque pas 
ramifiées ; 
leur base est 
large. 


é.dr. : sub- 
normale, non 
ramifiée et 
courte .(367 (* 
de longueur), 
é.g@. : sub- 
normale, non 
ramifiée, assez 
courte (4274 
de longueur) 
et A base un 
peu large. 


de 


cordons mamnai~ 
res. 


——$—$$—— 
courts cordons 
mammaires, de 
longueur com- 
prise entre 

265 et 300. 


é,dr, : cordon 
mammaire réduit 
(325 de longum 
non ramifié, a 
base élargie. 
6.g. : court 
cordon mammaire 
(230 4) & vase 
élargie. 


ébauches sub- 
normales, sensi- 
blement rectili-| 
lignes, non ra- 
mifiées, assez 
courtes (400 - 
450 ). 


ébauches sub- 
normales, non 
ramifiées, 

assez courtes 
(la gauche me- 
sure 350 de 
longueur). 


certaines 


ébauches mammaires : A l’emplacement ot aurait da exister une 
ébauche, on trouve souvent un mamelon saillant, sans trace 
d’ébauche mammaire (fig. 538, pl. XVII), ou ne présentant qu’un 
minuscule résidu de cellules du bourgeon mammaire (fig. 52, 
pl. XVII), ou qu’un petit bourgeon mammaire (fig. 54, pl. XVII). 
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2° L*inhibition partielle du développement de certaines ébau- 
ches : 4 la place du long cordon mammaire qui représente une 
ébauche normale, il n’existe plus que de courts bourgeons 
mammaires (fig. 60-61, pl. XIX} ou que des cordons rudimen- 
taires (fig. 57, pl. XVIII. 

3° La formation, 4 emplacement de certaines ébauches mam- 
maires, de poches cutanées (ccelomastes) ouvertes a l’extérieur 
par un orifice large ou étroit; dans ces formations, la mamelle 
est absente ou réduite 4 des rudiments prenant naissance a la 
partie inférieure des poches ; la figure 62, planche XX, reproduit 
une section histologique d’un de ces coclomastes ; on voit que 
cette cavité est bordée par un épithélium malpighien épais, 
desquamant abondamment; la glande mammaire fait défaut ; 
comme nous l’avons noté dans la premiére partie de ce travail, 
les coelomastes représentent une double malformation : malfor- 
mation de l’aire mammaire (donc du mamelon), associée a une 
malformation de la mamelle (absence ou rudimentation de 
Vébauche mammaire). 

4° La formation, 4 emplacement de cerlaines ébauches, d’inva- 
ginations épithéliales cordonales, constituées d’un épithélium 
malpighien provenant de |’épithélium de lVaire mammaire (fig. 63, 
pl. XX); ces invaginations s’enfoncent profondément dans Je 
tissu conjonctif sous-épidermique ; les assises périphériques de 
la masse épithélale invaginée sont souvent constituées par des 
cellules basophiles qui représentent trés vraisemblablement le 
matériel cellulaire du bourgeon mammaire, étalé par la crois- 
sance en profondeur de |’épithélium malpighien. 

Parfois, a la place d’une invagination cordonale, on trouve 
des amas épithéliaux, de type malpighien, de taille variable et 
sans morphologie définie. 

5° La formation d’ébauches comprenant deux parties : une base 
épidermique a laquelle fait suite un cordon mammaire. 

6° Des raccourcissements plus ou moins importants de la 
longueur des ébauches, sans modification importante de la struc- 
ture, ou accompagnés d’un épaississement de |’ébauche (fig. 58, 
pl. XVIII); ces raccourcissements s’observent souvent au niveau 
de la III® paire pectorale d’ébauches ; parfois le cordon mam- 
maire présente des irrégularités, il est mince 4 son extrémité, 
large 4 sa base. 

7° La formation d’ébauches de structure subnormale, mais dont 
la base est élargie ou conique, avec un léger épaississement, vers 
Vintérieur, de Vépithélium malpighien recouvrant Vaire mam- 
maire ; ces structures subnormales s’observent assez fréquemment 
- chez les foetus provenant de méres ayant regu des doses de 50 
4 150 y de dipropionate d’cstradiol au cours de la gestation. 

Enfin, comme aprés l’injection directe d’hormone au feetus, 
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nous avons obtenu, chez les foetus provenant des méres ayant 
recu des injections de dipropionate d’cestradiol pendant la gesta- 
tion, des transformations du plan spécifique de structure de 
l’ébauche mammaire ; ces transformations consistent en : 

a) La formation de bourgeons multiples, 4 la base des ébauches 
modifiées : soit a la base de ccelomastes, soit a Ja base d’amas 
malpighiens, soit a la partie interne de simples épaississements 
de l’épithélium de recouvrement de l’aire mammaire ; ces bour- 
geons multiples naissent a partir de cellules basophiles repré- 
sentant trés vraisemblablement le reste du matériel cellulaire du 
bourgeon mammaire primitif; ils doivent done représenter des 
bourgeons secondaires formés a partir du bourgeon mammaire 
primaire. 

b) La formation de deux cordons mammaires, associés ou non 
a des bourgeons multiples ; ainsi, chez le foetus femelle n° 2065 
provenant d’une mére ayant regu 190 y de dipropionate d’cestra- 
diol, la premiére ébauche mammaire pectorale gauche est repré- 
sentée par un petit coelomaste de la base duquel partent deux 
petits cordons mammaires et deux petits bourgeons secondaires ; 
les cordons sont silués sur une paroi diamétralement opposée, du 
coclomaste ; ils sont ainsi totalement distincts ; dans d’autres cas, 
ils ont une base voisine ou contigué. 

c) La formation d’un large céne épidermique situé dans l’axe 
dun mamelon et. supportant, & sa base, le cordon mammaire ; 
ce cone doit dériver de la courte et étroite tige épidermique qui, 
au jour 15 du développement foetal, relie le bourgeon mammaire 
a lépiderme ; cette tige n’a, normalement, qu’une existence 
transitoire : elle commence a se fissurer selon son axe, au 
jour 16; et au jour 17 de la vie fcetale, elle est totalement 
ouverte et le bourgeon mammaire a de nouveau sa hase insérée 
dans l’épithélium superficiel ; sous l’effet de Vhormone cestro- 
géne, cette histogénése a été profondément modifiée et un large 
céne épidermique s’est constitué; les figures 64, 65 et 66, 
planche XXI, représentent des sections histologiques de ces 
ébauches transformées ; la configuration générale de telles ébau- 
ches (mamelon, céne épidermique, cordon mammaire) se rap- 
proche de celle de certains stades foetaux de la mamelle des 
bovidés. 

Dans ces trois cas, sous l’effet de l’hormone cestrogeéne, fe 
plan de structure générale spécifique de l’ébauche mammaire de 
la souris a été profondément modifié; il s’est constitué des 
ébauches qui se rapprochent, par leur configuration générale, de 
celles d'autres foetus de mammiféeres; l’ébauche mammaire 
embryonnaire présente donc une grande plasticité ; sous l’action 
des hormones sexuelles, elle se développe suivant des types de 
structure divers, trés différents du type normal. : 
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6) F'REQUENCE ET GRAVITE 
DES MALFORMATIONS MAMMAIRES DES FOETUS, 
EN FONCTION DE LA DOSE D’ HORMONE OESTROGENE INJECTISE A LA MERE. 


Le tableau XV indique la fréquence des malformations de !a 
mamelle que nous avons observées chez les foetus femelles 
provenant de méres ayant recu une injection de 50 A 1000 y de 
dipropionate d’cestradiol pendant la gestation (1); les malforma- 
tions mamelonnaires ne sont pas indiquées dans ce tableau. Pour 
faciliter exposé des résultats, nous avons groupé les ébauches 
mammaires en trois catégories : normales, subnormales et mal- 
formées ; ont été considérées comme subnormales, les ébauches 
ayant une morphologie voisine de la normale mais pouvant 
présenter un léger raccourcissement ou une faible modification 
de structure (en particulicr, de leur base); les ébauches malfor- 
mées sont celles qui présentent une nette modification de struc- 
ture ; nous les avons subdivisées en deux groupes: le groupe « a » 
comprenant les ébauches qui présentent une modification de la 
morphologie de Ilébauche (ccelomastes, invaginations malpi- 
ghiennes, duplications, etc.) et celles qui sont inhibées totale- 
ment, ou réduites & un cordon rudimentaire ; le groupe « b » 
comprenant les ébauches fortement réduites de taille (réduction 
de 1/2 a 3/4), cette réduction étant, ou non, associée a une modi- 
fication de la forme de l’ébauche. 

Le tableau XV montre : 

a) que chacune des doses de dipropionate d’cestradiol comprises 
entre 50 et 1000 y, injectée 4 la souris gravide, a provoqué des 
modifications du développement des ébauches mammaires des 
foetus ; 


b) que la fréquence des malformations mammaires, chez les 
foetus, croit avec la dose d’hormone eestrogéne injectée 4 la mére 
gravide [6]. 

Alors que les malformations sont trés peu nombreuses apr¢és 
injection de 50 y a la meére, leur nombre s’éléve rapidement 
a partir de 100 y : pour les doses allant de 100 y a 450 y inclus, 
sur 50 ébauches étudiées, 33 sont malformées, c’est-a-dire un peu 
plus de 60 p. 100; pour les doses de 450 4 1000 y de dipropio- 


(1) Nous avons écarté de cette étude Jes foetus de poids trop faible, 
nettement anormal; ainsi les foetus femelles provenant de la mére 
ayant recu 150 y de dipropionate d’cestradiol, dont le poids est infé- 
rieur 4 800 mg ou voisin de 800 mg, n’ont pas été inclus dans ce 
tableau ; il en est de méme du foetus femelle n° 2075, pesant 701 mg, 
provenant de la mére ayant recu 100 y de dipropionate d’cestradiol, 
et du foetus femelle n° 2162, pesant 786 mg, provenant de la mére 
ayant recu 50 y de dipropionate d’cestradiol pendant la gestation. 
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Tarteav XV. — Fréquence des malformations mammaires observées 
chez les fetus femelles de souris provenant d’une mére ayant 
recu une injection de dipropionate d’cestradiol pendant la gesta- 
tion. 


Dose de di- {Nombre de|Nombre total Répartition des ébauches mammaires 
propionate |foetus d'ébauches des foetus d'aprés leur structure. 
d'oestradiol|femelles jmammaires 

injectée & |étudiés. jexaminées. Nombre 

la Souris d’ébauches 
gravide. 


50 T 
roo tT 


7 
(7 v) 
8 
(6 a+ 2d) 
18 : 
(1658; +2 bd) 


18 
(iy saeee re) 
Foetus fe- 
melles té- 
moins agés 
de 18 
jours (xxx) 


Souris nou- 
veau-nées 
femelles 
normales 


) TEMOINS 


(x) Nous avons distingué deux groupes d’ébauches mammaires malformées: le 
groupe « a » comprenant des ébauches qui présentent des malformations struc- 
turales ; le groupe « b » comprenant des ébauches présentant une réduction 
de taille de 1/2 4 3/4, sans modification importante de structure. 

(x x) Malformation intéressant seulement la base de lébauche. 
(x x x) Foetus de souris, témoins, provenant d’une mére ayant recu 1/10 em>® 
@huile d’olive pure, au jour 13 de la gestation. 

(x xX x x) Ebauches prises au hasard chez ces 30 femelles et examinées 
quelques sections seulement de leur partie médiane. Toutes les 
ébauches figurant sur ce tableau ont été étudiées sur coupes sériées. 


sur 
autres 


nate d’cestradiol injectées 4 la mére gravide, la fréquence des 
malformations mammaires atteint 90 p. 100. 

Degré de gravité des malformations mammaires feetales : 

Les injections de dipropionate d’cestradiol (50 4 1000 y) a la 
souris gravide ayant toutes été faites au voisinage du stade de 
ireize jours de la gestation, il est possible, le facteur Age restant 
constant, d’évaluer l’effet des doses, sur le degré de gravité des 
malformations. 

Les diverses modifications de la mamelle foetale, provoquées 
par ces injections d’hormone cestrogéne, peuvent étre groupées, 
suivant leur gravité, en trois grandes catégories : 
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1° Simple raccourcissement des ébauches, sans modification 
morphologique ou avec seulement de trés légéres modifications. 

2° Réduction importante de Ja taille des ébauches (de l’ordre 
de 1/2 4 3/4) associée, ou non, a des modifications de structure. 

3° Malformations structurales : ce sont les lésions les plus 
graves se traduisant par une modification importante de la struc- 
ture de l’ébauche : suppression totale ou subtotale de l’ébauche 
(cordon rudimentaire), ccelomaste, invagination malpighienne, 
transformation du plan d’organisation spécifique, etc.). 

Voici, en fonction de la dose injectée a la souris gravide, !e 
degré de gravité des malformations mammaires rencontrées chez 
les foetus : 


Tasteau XVI. — Degré de gravité des malformations mammaires des 
foetus femelles de souris, en fonction de la quantité d’hormone 
cstrogéne (dipropionate d’estradiol) injectée a la mére gra- 
vide (x). 


Etat des ébauches mammaires des foetus 


Dose d'hormone Léger raccourcisse- |, Réduction de Malformations 
oestrogéne ment des ébauches, taille des ébau- structurales 
injectée a la associé, ou’non & ches, (de l'ordre | des ébauches. 
mére gravide. de faibles modifi- de 1/2 & 3/4), 
cations morpholo- associée ou non & 
giques. des modifications 
morphologiques. 


50 
100 f 
150 x 
190 t 


450 Ay 


I000- ay 


(x) La présence d'une lésion donnée est indiquée par le signe +. La fréquence 
de cette lésion, chez le foetus, est approximativcment proportionnelle au 
nombre de signes + figurant dans la colonne correspondante. 


La dose de 50 y, injectée 4 la mére, n’a pas provoqué de mal- 
formalion structurale proprement dite (un seul cas a été observé, 
portant sur la base d’une ébauche seulement); mais cette dose 
a provoqué de | gers raccourcissements, particuliérement nets 
au niveau des ébauches inguinales : chez les deux foetus femelies 
étudiées, dont le poids se situe aux environs de 1100 mg, les 
ébauches de la II* paire inguinale se présentent sous forme de 
cordons épithéliaux Aa peu prés rectilignes et non ramifiés ; leur 
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longueur est comprise entre 350 et 500 p, alors qu’elle est de 
lordre de 500 w chez les témoins ; de méme, les ébauches de la 
I'e paire inguinale sont, en général, un peu plus courtes que 
celles des témoins, et non ramifiées. Les ébauches pectorales 
sont en général assez bien développées, mais un certain nombre 
d’entre elles présentent des modifications de l’aire mammaire qui 
devraient conduire, semble-t-il, 4 des malformations du mamelon, 
chez ladulte. 

La dose de 100 y, injectée a la mére, n’a pas provoqué de 
malformation structurale, mais seulement des réductions — sou- 
vent importantes de la taille des ébauches: ainsi, chez le 
fcetus femelle n° 2069, pesant 1075 mg, les quatre ébauches 
inguinales sont réduites a de petits cordons cellulaires, presque 
rectilignes, non ramifiés et non bifwrqués ; leur bord est irré- 
eulier, ils sont un peu renflés et parfois plus épais qu’une 
ébauche normale (fig. 58, pl. XVIII); leur longueur est comprise 
entre 265 et 300 w; ces ébauches sont done réduites d’un peu 
plus de moitié par rapport aux ébauches inguinales des foetus 
témoins (la longueur de ces derniéres est comprise entre 500 et 
700 nw); chez l’autre foetus femelle de cette portée, pesant 980 mg, 
les ébanches inguinales sont également fort réduites : leur lon- 
eueur est comprise entre 230 et 340 w. ‘Les ébauches pectorales 
de ces deux foetus femelles sont, en général, assez bien dévelop- 
pées (600 a 1 000 » de longueur) ; elles ne présentent pas de modi- 
fication morphologique importante, mais, cependant, plusieurs 
montrent un élargissement de leur point d’insertion dans l’ecto- 
derme, et il existe aussi, parfois, un petit épaississement mal- 
pighien, conique en ce point. 

‘Les malformations structurales proprement dites, apparaissent 
chez les foetus, aprés injection a la mére gravide, d’une dose de 
dipropionate d’cestradiol supéricure a 100 y ; déja avec 150 y, on 
observe des inhibitions totales, ou subtotales, du développement 
des ébauches (mamelons sans mamelle, de la II® paire inguinale, 
ou bien étalement du bourgeon mammaire ala base de cavités 
ectodermiques, cordons rudimentaires, invaginations malpi- 
ghiennes). Aprés injection d’une dose de 190 y, a la mére, les 
malformations structurales sont trés nettes : chez le foetus femelle 
n° 2065, pesant 1086 mg, les quatre ébauches inguinales ont 
Vaspect de cordons épithéliaux trés courts (100 a 210 w) enve- 
loppés d’assises conjonctives serrées (fig. 57, pl. XVIII). Au 
niveau des ébauches pectorales on observe des invaginations 
malpighiennes avec des bourgeons, un ccelomaste présentant a sa 
base deux cordons mammaires et de petits bourgeons, et deux 
ébauches subnormales. 

_Aprés injection a la mére de doses de 450 y et de 1000 y de 
dipropionate d’cestradiol, les malformations mammaires structu- 
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rales deviennent prépondérantes chez les foetus (inhibition totale, 
ou subtotale, des ébauches, invaginations malpighiennes, ccelo- 
mastes, duplications, bourgeonnement exagéré, céne épidermique 
supportant le cordon mammaire) ; les réductions de taille ou !e 
simple raccourcissement des ébauches deviennent rares. 

Le tableau XVI indique, en fonction de la dose d’hormone 
cestrogéne injectée 4 la mére, le degré de gravité des lésions 
mammaires rencontrées chez les foetus; le signe + indique la 
présence d'une lésion donnée ; la fréquence de cette lésion est 
indiquée approximativement par le nombre, plus ou moins grand, 
de signes + dans la colonne correspondante. 


y) Erupe pes rémorns. 


1° Le dipropionate d’cestradiol qui a été administré a la souris 
gravide et qui a provoqué des malformations mammaires chez 
les foetus, a été injecté en solution dans l’huile d’olive ; aussi, 
pour éliminer le rdle éventuel de V’huile dans la production de 
ces lésions, avons-nous étudié les ébauches mammaires de 
quelques foetus provenant d’une mére ayant recu une injection 
sous-cufanée de 1/10 de centimétre cube d’huile d’olive pure, au 
stade de treize jours de la gestation; les foetus sont sacrifiés 
i Page de 18 jours 14 h, 30 + 9 h. 30; 4 de ces foetus, de sexe 
femelle, ont été débilés en coupes sériées et leurs mamelles 
étudiées histologiquement sur coupes sériées. Les 40 ébauches 
mammaires ainsi étudiées sont bien développées et aucune ne 
présente de malformation ; les fig. 51, pl. XVII; 56, pl. XVIII; 
59, pl. XIX et 67, pl. XXI reproduisent des sections médianes 
de ces ébauches, témoignant d’une structure histologique nor- 
male (2). Ces ébauches sont longues et ramifiées 4 leur partie 
distale ; pour permettre une comparaison avec les mamelles des 
foetus provenant des méres traitées avec hormone cestrogéne, 
voici quelques mensurations des é¢bauches mammaires de ces 
foetus témoins : 

Foetus femelle n° 2147, pesant 1100 mg: premiére ébauche 
pectorale droite : 1 200 4 1 400 w de longueur : deuxiéme ébauche 
pectorale droite : 900 w; deuxiéme ébauche pectorale gauche : 
880 3 premiére ébauche inguinale gauche : 700 w et deuxieme 
ébauche inguinale gauche : 550 wp. 


. (2) Comme chez les nouveau-nés normaux de souris, nous avons 
observé chez ces foetus témoins, quelques asymétries des pointes de 
Vinvagination épidermique délimitant le mamelon, dans quelques cas, 
et une position excentrique du point d’insertion du cordon mammaire 
dans l’aire mammaire ; il s’agit 14 de modifications légéres, dont nous 
n’avons pas tenu compte chez les foetus nés de méres traitées par 
Vhormone cestrogéne, et que nous ne ferons, par conséquent, pas 
entrer en ligne de compte dans le tableau comparatif n° XV. 


200 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Foetus femelle n° 2146, pesant 982 mg; premiére ébauche 
mammaire inguinale gauche : 550 w; deuxiéme ébauche ingut- 
nale gauche : 335 wu. 

Foetus femelle n° 2154: longueur d’une ébauche mammaire 
inguinale : 685 uw. 

Foetus femelle n° 2152: premiére ébauche mammaire ingul- 
nale droite : 600 uw; deuxiéme ébauche inguinale droite : 540 u. 

2° Nous avons ensuite examiné les é¢hauches mammaires de 
souris nouveau-nées normales appartenant a diverses lignées 
sélectionnées de M™? Dobrovolskaia et de M™* Adamoff : 
100 ébauches mammaires de 10 souris femelles nouveau-nées ont 
été étudiées sur coupes sériées ; 208 ébauches prises au hasard 
chez 30 femelles nouveau-nées, ont été examinées sur quelques 
sections médianes (passant par leur point d’insertion dans l’ecto- 
derme); ce sont la les femelles nouveau-nées qui ont servi de 
témoins dans la premiére partie de ce travail; comme nous 
Vavons alors noté [voir (1), p. 82], parmi ces 308 ébauches, 
4 présentent une anomalie de structure (formation sébacée dans 
la paroi du cordon mammaire primaire, 3 sont subnormales, les 
301 autres étant normales, ou ne présentant que de légéres modi- 
fications (asymétries des pointes de Vinvagination du mamelon, 
position excentrique du point d’insertion du cordon mammaire, 
dans l’aire mammaire). 

En résumé, nous pouvons dire que nous n’avons pas rencontré 
d’anomalie mammaire congénitale chez les foetus de souris pro- 
venant d’une mére ayant recu une injection d’huile d’olive ; 
nous avons, toutefois, observé 4 anomalies parmi 308 ébauches 
mammaires de souris femelles nouveau-nées normales apparte- 
nant a cing lignées sélectionnées différentes que nous avons 
étudiées. 

Le tableau général XV résume les résultats essentiels de cette 
étude ; il montre que Vhormone cestrogéne, administrée a la 
souris gravide, exerce une forte action tératogéne sur les 
ébauches mammaires des foetus; la fréquence et la gravité des 


lésions croissent avec la dose d’hormone injectée a la mére 
gravide. 
* 
xk 
III. — Discussion générale. 


Nous avons montré, dans ce travail, que les hormones sexucelles 
agissant sur le foetus, directement ou par l’intermédiaire de 
l organisme maternel en gestation, sont capables de provoquer 
de nombreuses malformations mammaires, 

Nous allons maintenant classer en différentes catégories ces 
anomalies expérimentalement obtenues; nous verrons ensuite 
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comment nos résultats permettent d’expliquer sur une base 
hormonale lorigine de nombreuses malformations mammaires 
spontanées ; nous envisagerons par quels mécanismes ont dd se 
réaliser ces malformations ; nous examinerons enfin l’incidence 
de ces résultats expérimentaux dans divers domaines de l’embryo- 
logie et de la médecine ; et d’un point de vue générale nous 
envisagerons Jes divers facteurs susceptibles d’intervenir dans 
Ja production d’anomalies fcetales de la mamelle. 


lo Classification des lésions mammaires 
provoquées par l’action des hormones sexuelles. 


Ces lésions intéressent le mamelon et l’ébauche mammaire pro- 
prement dite, 


A. — MopiricaTioNs DU DEVELOPPEMENT DU MAMELON. 


Les hormones androgénes inhibent la formation feetale de 
Vinvagination épidermique qui délimite le mamelon ; Vhormone 
male s’oppose au soulévement foetal du mamelon que provoquent 
les cestrogénes ; les hormones androgénes ont donc la propriété 
de s’opposer au développement foetal du mamelon et de réaliser 
ainsi une condition d’athélie feetale. 

Rappelons ici que G. Schickele parait avoir été le premier 
i signaler, en 1899, l’absence de mamelons chez la souris male ; 
Turner et Gomez ont ensuite montré (1933) que Vinvagination 
épithéhale délimitant le mamelon, ne se formait pas chez le 
male; nos observations app ortent les premicres indications 
concernant le mécanisme physiologique, hormonal (androgéne), 
qui régit ces processus. 

Les hormones cestrogénes exercent plusieurs actions sur le déve- 
loppement des mamelons: elles provoquent son soulévement 
prématuré (3); 4 doses élevées, elles suppriment la formation 
de Vinvagination épidermique qui délimite sa base (c’est vrai- 
semblablement Ji une conséquence du soulévement de l'aire 
mamelonnaire) ; elles causent des malformations variées : ccelo- 


(3) Dans des recherches ultérieures, nous nous proposons d’étudier 
le mécanisme d’action des hormones sexuelles sur le mésenchyme de 
V’aire mammaire des foetus ; il est probable que la constitution de ce 
tissu’ et ses modifications chimiques sous l’effet des hormones sexuelles 
permetiront d’interpréter le soulévement du mamelon provoqué par 
les cestrogenes et le non-développement de cet organe sous l’effet des 
androgénes. G. Vitry et D. Picard ont déja montré [7, 8] sur la tétine 
du cobaye adulle, que les hormones sexuelles exercent une action 
dépolymérisante, avec libération de groupes 1-2 glycol libres, sur les 
corps & haut poids moléculaire de la substance fondamentale du tissu 
conjonctif de la tétine. 
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mastes, invaginations de |’épithélium mamelonnaire, dépressions 
cutanées plus ou moins profondes ; certaines de ces malforma- 
tions représentent des endothélies varices. 


B. — MopiIFICATIONS DU DEVELOPPEMENT DE LA GLANDE MAMMAIRE. 


Les diverses transformations de l’ébauche mammaire, expéri- 
mentalement obtenues chez le foetus, peuvent ¢tre ainsi classécs : 

a) Masculinisation des ébauches : 

Sous l’effet des hormones androgénes, l’ébauche mammaire se 
développe suivant le type male, se détache de ]’épiderme et s’isole 
dans le mésenchyme sous-jacent, ott elle évoluera en un petit 
cordon épithélial ; cette masculinisation s’accompagne, pour les 
doses élevées, d'une réduction de taille des ébauches correspon- 
dant & une micromastie. 

b) Suppression du développement des ébauches : 

Cette suppression a été obtenue par l’action des androgénes et 
par Vaction des cestrogénes : 

Les androgénes, 4 dose suffisamment élevée, inhibent le déve- 
loppement de la derniére paire (la plus caudale) d’ébauches 
mammaires des foetus de sexe femelle ; les androgénes peuvent 
done provoquer une amastie, secondaire puisqu’elle est réalisée 
par destruction d’une ébauche préexistante (4). 

Les hormones cestrogénes, naturelles ou synthéliques (stil- 
beestrol) se sont révélées capables de supprimer totalement le 
développement des ébauches mammaires des foetus ; nous avons 
donné «ans ce travail de nombreux exemples de cette action 
inhibitrice ; rappelons que cette inhibition a été obtenue : 

a) Par injection directe au foetus, de doses de 40 4 250 y de 


(4) Rappelons a ce sujet, qu’en 1950, Trentin [9] a obtenu, en 
injectant de la méthyl-testostérone 4 des souris gravides, une réduc- 
tion importante du nombre des mamelles chez les descendants ; }a 
réduction était d’autant plus forte que le traitement débutait plus 
précocement, et d’autre part, la réaction de ces mamelles, aux cestro- 
génes, était notablement affaiblie. L’auteur ne semble pas avoir étudié, 
a leur naissance, les femelles provenant des méres ainsi traitées ; on 
ne peut donc savoir si le traitement a provoqué la destruction foetale 
des ébauches mammaires, ou si un certain nombre d’entre elles ont 
régressé au cours de la vie post-natale. L’effet de réduction qu’il 
a obtenu doit, d’aprés nous, résulter de destructions et de micro- 
mastie réalisées pendant Ja vie fcetale. Il serait d’autre part intéres- 
sant de connaitre si l’amoindrissement de la réaction aux cestrogénes 
des mamelles de ces femelles résulte d’une action prénatale des andro- 
génes, ou s’il y a eu continuation post-natale, peut-étre par l’intermé- 
diaire du lait maternel, des effets de l’hormone mile injectée 4 la mére 
(auteur n’‘indique pas si les nouveau-nés, descendant des méres 
traitées ont été changés de mére & la naissance) ; il y a JA un point 
important qui méritera d’étre précisé. 
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dipropionate d’cestradiol ; par Vinjection a la mére gravide, de 
doses de 150 y et au-dessus, de dipropionate d’cstradiol ; celte 
suppression n’est réalisée que si l’injection de hormone eestro- 
gene est faite avant le jour 15; il est donc nécessaire, pour 
quelle s’effectue, que Vhormone alteigne l’ébauche a un stade 
précoce de son développement. Le pourcentage des suppressions 
d@ébauches obtenues par injection d’hormone cestrogéne a la 
souris gravide, au treiziéme jour, est fonction de la quantilé 
d’hormone injectée : avee les doses inférieures a 150 y, ce n’est 
qu’exceptionnellement que des ébauches sont totalement inhibées 
Gl y a réduction de taille ou malformations) ; entre 150 et 500 y, 
on obtient fréquemment l’inhibition totale de la paire d’ébauches 
Ja plus caudale; a partir de 1000 y, nous avons obtenu trés 
souvent Jl inhibition des deux derniéres paires d’ébauches «lt 
parfois aussi Vinhibition de quelques ¢bauches pectorales avec 
de grosses malformations des autres ébauches. 

Les aspects histologiques, chez les foetus A terme, ou le nou- 
veau-né, des ébauches inhibées par les androgénes et par les 
cestrogénes, sont différents : les androgénes provoquent une des- 
truction du bourgeon mammaire dont les restes sont ¢liminés 
a lextérieur ; on n’en trouve plus trace a terme ; chez les foetus 
femelles traités par l’cestrogéne et arrivés a terme, on découvre 
presque toujours, encastré au sommet du mamelon, ou attaché 
a sa partie apicale, un petit reste de bourgeon mammaire. 

c) Réduction de taille des ébauches : 

Cet effet d’inhibition partielle est assez fréquemment obtenu 
avec les hormones cestrogénes, particuliérement aprés injection 
a la mére gravide, de doses de 50 a 500y de dipropionate 
d’cestradiol ; ainsi est réalisée une condition de micromastie ; 
rappelons que nous l’avons parfois obtenue aussi par action des 
hormones androgénes. 

d) Production de malformations variées des ébauches : 

A cété de ces phénoménes d’inhibition totale ou partielie du 
développement de |’ébauche mammaire, des malformations pro- 
prement dites, nombreuses et variées, de la mamelle sont provo- 
quées par les hormones cestrogénes : 

Légéres modifications de la morphologie des ébauches (épaissis- 
sement, raccourcissements, élargissement de la base, etc.) ; des 
formes trés variées sont réalisées ; 

Formation de poches cutanées (coelomastes) a l’emplacement de 
certaines ébauches ; 

Formation d’invaginations épithéliales malpighiennes aux 
dépens de diverses ébauches mammaires, d’amas épithéhaux de 
forme variée, d’ébauches comprenant deux parties (une hbase 
épidermique supportant un cordon mammaire plus ou moins 


développé), etc. ; 
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Formation d’ébauches dont le plan de structure, d’ organisation 
eénérale, est différent de celui de l’ébauche mammaire de ta 
souris (ébauches & bourgeons multiples, 4 deux cordons_ pri- 
maires, ébauches présentant a terme un cone épidermique suppor- 
tant le cordon mammaire, etc.) ; 

Ilyperdéveloppement précoce de mésenchyme autour du 
hourgeon mammaire. 

Ces résultats établissent que les hormones sexuelles, aussi bien 
hormones androgénes qu’hormones cestrogénes, agissant a un 
slade suffisamment précoce, ont la capacité de modifier profon- 
dément, d’altérer le développement foetal de la glande mam- 
maire (5). 

Ces expériences ouvrent un nouveau chapitre de la chimiotéra- 


(5) Nous n’avons pas encore éludié systématiquement Vinfluence des 
diverses hormones sexuelles sur la mamelle foetale; mais _ voici 
quelques observations préliminaires effectuées avec des substances 
autres que l’cestradiol et la testostérone : 

Avec la méthyl-17-androstérone 17-one 8 (2,5 mg injectés & une 
souris gravide, le sixitme jour de la gestation), nous avons obtenu 
chez les foetus, sacrifiés 4 l’Age de 17 jours, un soulévement prématuré 
des mamelons et quelques anomalies de la mamelle (en particulier 
une inhibition subtotale d’une mamoelle). 

Avec la débydroandrostérone, nous avons observé, chez un foetus 
femelle, la séparation d’une ébauche mammaire d’avec 1’épiderme 
(10 mg de déhydroandrostérone injectés cing jours avant terme a la 
mere gravide ; une seule ébauche, inguinale, actuellement étudiée, chez 
cc. foetus). 

Nous n’avons pas fail d’expérience avec la progestérone chez la 
souris ; mais: chez le mulot (Apodemus_ sylvaticus), lun de nous 
a injecté (1949) de la progestérone purissime 4 plusieurs méres gra- 
vides, ovariectomisées bilatéralement ; une de ces méres a_ recu 
13,75 mg de progestérone au cours des dix jours précédant le terme 
(premiére injection: 2,5 mg, dix jours avant terme); une autre 
a recu 7,5 mg, en trois injections de 2,5 mg chacune, au cours des 
huit jours précédant le terme (premitre injection : 2,5 mg, huit jours 
avant le terme) ; dans chacune de ces deux portées, il y avait un 
foetus femelle (pesant respeclivement, 4 terme, 1319,2 mg et 1342,6 mg) ; 
étude histologique, sur coupes sériées, a montré que les ébauches 
mammiaires de ces foetus étaient, comme celles des témoins, attachées 
i Vépiderme, et longues et bien ramifiées. 

Enfin, avec le dihydrostilboestrol (1 mg en deux injections, faites 
respectivement six et deux jours avant la parturition), nous avons 
obtenu, chez les foetus des deux sexes, un développement prématuré, 
extr¢mement prononcé, des mamelons et des inhibitions du dévelop- 
pement des ébauches mammiaires (fig. 52, pl. XVII). La configuration 
stéréochimique du_ stilboestrol étant différente de celle de 1’cestradiol, 
ce résultat montre que ce n’est pas Ja configuration stéréochimique 
de ja substance administrée qui intervient dans laction sur les 
ébauches mammaires, mais la propriété cestrogéne de la substance. 
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logénése chez les mammiféres; par leur intensité, les effeis 
produits égalent ou dépassent ceux de nombreuses substances 
chimiques, dont les belles études de M. Ancel [40] ont montré 
action tératogéne sur Pembryon des oiseaux, 


C. — INrLuence DU STADE DE DEVELOPPEMENT 
DE L’EBAUCHE MAMMAIRE SUR SA REACTIVITE AUX OESTROGENES. 


Un des faits mis en évidence par les expériences d’injection 
Whormene au foetus est relatif a Vinfluenee de Page du foetus, 
c’est-a-dire du slade de développement des ébauches mammaires, 
sur la réactivité de ces ébauches : lorsque | injection d’cestro- 
gene est faite a Page de 12 4 14 jours, 95 p. 100 des ébauches 
mammaires des foetus deviennent malformées ; lorsque l’injection 
a lieu au jour 15 du développement foetal, 5 p. 100 environ des 
ébauches sont malformées a terme, les autres étant pour Ja plu- 
part normales, ou bien subnormales. Il est probable qu’a des 
stades encore plus tardifs, aucune malformation structurale de 
la mamelle ne s’observerait ; et, de fait, on sait que dés les pre- 
miers jours de la vie post-natale, les oestrogénes exercent, sur 
la mamelle, une action stimulante. 

De ces résultats on doit rapprocher les observations faites par 
M. R. Courrier [44] relatives 4 Vaction, sur les foetus, des 
hormones femelles administrées 4 la mére gravide : injectant des 
solutions aqueuses de folliculine (80 4 200 U. R., en six jours) 
i des cobayes gravides, au voisinage du terme de la gestation, 
cet expérimentateur a constaté (1930) que Ja mamelle des 
nouveau-nés femelles (en crise génitale) sécrétait un peu de 
colostrum ; étudiant les foetus males (ceux de 8 em de Jongueur 
réagissent déja), il a constaté, aussi, que leur mamelle était 
développée. Ainsi, consécutivement a administration tardive 
d’oestrogéne a la femelle gestante du cobaye, une hypertrophic 
et une activité fonctionnelle (sans doute lice a lintervention 
(hormones hypophysaires) de la mamelle foetale apparaissent. 

L’influence du degré de développement du récepteur mammaire, 
sur sa réactivité 4 Vhormone, est prépondérante : aux stades 
précoces, les cestrogénes se comportent, vis-a-vis de VPébauche 
mammaire, comme une substance nocive, tératogene, supprimant 
le développement de Vébauche ou conduisant a des malforma- 
lions ; plus lard, lorsque le degré de différenciation de Pébauche 
sera devenu suffisant, la méme hormone exercera sur la mamelle 
foetale ou post-natale une action stimulante, physiologique. Ainsi, 
Vaction des cestrogénes sur Ja mamelle d’un foetus, dépendra a la 
fois de la dose injectée et du degré de développement atteint par 
Vébauche mammaire, au stade de la gestation auquel on inter- 
viendra. 
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20 Origine hormonale de ces malformations mammaires. 


Nous avons expérimentalement produit l’athélie et la micro- 
mastie par l’action des hormones androgénes ; la micromastie 
a été aussi obtenue par action des hormones cestrogénes ; enfin, 
les cestrogénes sont a lorigine de la gamme trés étendue des 
malformations mammaires que nous avons décrites ci-dessus ; 
les hormones sexuelles produisent des malformations variées 
des mamelons. 

Nos expériences établissent lVorigine de toutes ces malforma- 
lions mammaires et mamelonnaires: l’action de substances 
chimiques, du groupe des hormones sexuelles, sur les ébauches 
mammaires foetales. 

Nos résultats permettent aussi d’entrevoir le mécanisme de la 
genése de diverses malformations mammaires spontanées : nous 
avons, en effet, montré que, consécutivement a l’injection de 
doses relativement faibles (50-200 y) d’hormone cestrogéne a la 
souris gravide, les mamelles des foetus présentent de nombreuses 
malformations ; on peut donc penser que nombre de malforma- 
tions mammaires congénitales, chez la femme et chez divers 
mammifeéres, résultent de Vaction sur les ébauches mammaires 
des foetus, d’hormones sexuelles présentes, en excés, dans l’orga- 
nisme maternel gravide ; il est aussi possible que dans quelques 
cas les glandes génitales, ou les capsules surrénales du foetus 
lui-méme, soient la cause directe de ces anomalies ; il est éga- 
lement possible qu’une hormone sexuelle, présente a faible 
concentration dans le liquide amniotique, au contact direct des 
aires mammaires du foetus, puisse provoquer des anomalies 
mammaires sans altérer d’une maniére nette, le développement 
de Pappareil génital. On peut donc s’attendre, si notre interpré- 
tation est exacte, 4 ce que la fréquence des malformations 
mammaires soit la plus grande chez les espéces chez lesquelles 
il existe -une concentration élevée d’hormone cestrogéne dans 
lorganisme maternel gravide, ou dans le liquide amniotique, 
a un stade précoce de la gestation (6). 

Deux points méritent en outre d’étre soulignés, dans ce para- 
graphe : 

Tout d’abord, la fréquence des malformations mamelonnaires 
produites par les cestrogénes (voir chapitre II) ; et en particulier 


(6) P. Rosa a récemment montré [42] qu’une influence cestrogéne 
semblait s’exercer sur le tractus génital du foetus humain de sexe 
féminin, au moins a partir de quatre mois et demi de gestation ; on 
peut donc comprendre que, dans les cas ot ces influences hormonales 
s’exagérent anormalement ou deviennent plus précoces, des malfor- 
mations mammaires puissent prendre naissance. 
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celle des coelomastes ; or, nous avons souligné les similitudes qui 
existent entre. ces cavilés cutanées et les endothélies variées 
décrites chez la femme et chez divers mammifeéres : on est ainsi 
conduit 4 envisager l’intervention d’une hormone cestrogéne dans 
la genése de ce type de malformation mamelonmnaire, que l’on 
expliquait jusqu’ici par un simple arrét de développement du 
bourgeon mammaire (vo W. R. Williams [1891], K. Basch 
[1893], F. Dunaud [1907], etc.). Notons en outre que, chez cer- 
taines espéces, le porc par exemple, une influence héréditaire 
semble s’exercer dans la production des mamelons inversés 
(Nordby, 1934 {413}); dés lors, ne doit-on pas penser que, dans 
ces espéces, des facteurs héréditaires seraient simplement A l’ori- 
gine d’une concentration cestrogéne anormalement grande pendant 
la gestation ? 

D’autre part, certains aspects histologiques conduisent a se 
demander si divers types de malformations mammaires feetales 
provoquées par l’cestrogéne ne pourraient pas étre a l’origine de 
certaines variétés de lésions de la mamelle assez fréquemment 
rencontrées chez l’adulte : 

Ainsi, l’hyperdéveloppement mésenchymateux qui se constitue 
sous l’effet cestrogéne, autour du conduit mammaire primaire des 
foetus, ne pourrait-il conduire a des lésions fibreuses de la glande 
adulte ? 

Le bourgeonnement excessif et irrégulier qui prend naissance 
ai la base des amas épithéliaux ou de quelques ccelomastes, ue 
pourrait-il étre a l’origine de formations mammaires atypiques ? 

Les invaginations malpighiennes, qui s’enfoncent profondément 
dans le derme, ne pourraient-elles donner naissance 4 des forma- 
tions proliférantes ou a des kystes épidermoides de la mamelle ? 
Chez le foetus, ces formations sont reliées a l’épiderme, mais 
nous ne pourrons préjuger du devenir ultérieur de leur partie 
basale. D’une fagon générale, d’ailleurs, il se produit, sous 
V’influence ostrogéne, une prolifération vers l’intérieur, des cel- 
lules épidermiques situées a la base du bourgeon mammaire ; 
ces invaginations, ces infiltrations malpighiennes, au sein des 
cellules basophiles mammaires (voir fig. 39, pl. XIV), ne seraient- 
elles pas a lorigine des formations épidermiques qui s’observent 
fréqueroment dans de nombreuses lésions ou tumeurs de la glande 
mammaire, chez l’adulte ? 

Si tel est le cas, la gamme des lésions mammaires ayant pour 
origine une action hormonale fcetale serait trés étendue. 

Ces conclusions ne signifient pas que toutes les malformations 
mammaires relévent de la seule action des hormones sexuelles ; 
les lésions que nous avons obtenues expérimentalement ont été 
produites pendant la période s’étendant du jour 12 au jour 15 
de la vie fcetale (expériences d’injection directe de l’hormone 
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eestrogéne au foetus); il est possible que des malformations plus 
précoces relevent également d’influenees hormonales, mais i0us 
ignorons encore si les hormones sexueclles, injectées trés précoce- 
ment au cours de la gestation, sont capables d’influencer les tout 
premiers stades du développement mammaire. 

Nous sommes encore mal .renseignés sur l’étiologie des ano- 
malies se produisant tout a fait au début de la différenciation: de 
Vappareil mammaire ; il est classiquement admis qu’amastic cl 
athélie dérivent d’une absence de formation de Ja créte mammaire 
ou d’une atrophie précoce de ses éléments (il s’agit 1A de lésions 
primitives, par opposition aux amasties ‘congénitales que nous 
avons réalisées, qui, elles, sont secondaires puisqu’elles résultent 
de la destruction d’ébauches préexistantes). Quant a la polythéhe 
et la polymastie, fréquemment observées chez la femme, chez 
Vhomme et chez diverses espéces animales, il est également 
communément admis qu’elles résultent de la persistance anormale 
de formations mammaires intermédiaires [ébauches en fuseau de 
Rein, points mammaires de Schultze ; etc. (voir les travaux de 
H. Schmidt [1896] chez homme, de G. Burckhard [1897] chez 
divers embryons de mammiftres, ctc.)]. Notre étude ne nous 
permet pas de dire si les hormones sexuclles interviennent dans 
de tels processus ; mais nous pouvons nous demander si les 
cestrogénes, qui ont provoqué dans certains cas la bipartition de 
V’ébauche mammaire, ne pourraient pas conduire a la formation 
de mamelles surnuméraires, au voisinage de l’emplacement de 
l’ébauche normale, par suite de la s¢paration, dans certains cas 
favorables, des deux constituants d’une ébauche dédoublée ? (7). 
D’autre part, divers auteurs ont noté des différences, suivant te 
sexe des individus, dans la fréquence des malformations per 
excessum, de l'appareil mammaire : polymastie et polythéhe sont 
plus fréquentes dans le sexe féminin que dans le sexe masculin. 
I] resterait a établir qu’il s’agit la de différences primitives et 
non secondaires & une action inhibitrice de Vhormone male ou 
a’-un défaut de stimulation par Vhormone femelle. Il est enfin 
probable que d’autres facteurs, tels que des troubles du méca 
nisme d’induction ou de différenciation des ébauches, interviennent 
dans la genése des anomalies mammaires précoces ; l'association 
de-nombre de ces anomalies a des malformations plus graves, 


(7) Nous avons observé quelques cas d’ébauches mammaires sur- 
numéraires chez des foetus provenant de méres ayant recu une injec- 
lion d’hormone cestrogéne pendant la gestation (en particulier pris 
de la premiére ébauche inguinale droite, chez des foetus appartenant 
a la lignée XVII de M™* Dobrovolskaia) ; pour pouvoir interpréter ces 
constatations, il sera nécessaire d’étudier un nombre élevé de témoins 
de la méme lignée et d’étendre les expériences 4 un nombre plus élevé 
de souris sélectionnées. 
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autre nature (Ff. Bonheim, 1919; W. Landauer, 1939; voir 
H. Speert, 1942 [44}), leur caractére souvent héréditaire, plaident 
en ce sens. . 

Enfin, pendant divers stades du développement de la mamelle, 
d@autres facteurs que les hormones sexuelles peuvent provoquer 
des Jésions mammaires (voir paragraphe 6 de ce chapitre) : 
mais de tels facteurs interviennent vraisemblablement beaucoup 
moins fréquemment que les hormones sexuelles dans la genése 
des malformations « spontanées » de la mamelle. 


3° Transformation du plan de structure 
des ébauches mammaires. 


Parmi les modifications de la morphogénése mammaire que 
provoquent les cestrogénes, trois méritent une mention spéciale : 
ce sont celles qui aboutissent 4 la formation d’ébauches a bour- 
geons multiples, d’ébauches a deux cordons mammaires_pri- 
maires |45-46] et celles qui conduisent au développement et a ta 
persistance d’un céne épidermique situé dans l’axe d’un mamelon 
et supportant & sa base le cordon mammaire [47]; étant donné 
leur intérét, nous leur consacrons, ailleurs, une étude spéciale ; 
nous ne les rappellerons ici que pour mémoire. 

Nous avons vu, au cours de ce travail, que sous leffet 
des oestrogénes, il se constituait parfois, a la place d’une ébauche 
mammaire, des amas épithéliaux ou des coelomastes, 4 la base 
desquels naissaient plusieurs bourgeons mammaires irréguliére- 
ment disposés, qui s’enfoncaient dans le derme sous-jacent ; dans 
certains cas, deux cordons mammaires a hase contigué ou nette- 
ment séparée prennent naissance 4 partir des assises basophiles 
situées a la base de ces épaississements malpighiens ; ces cordons 
mammaires primaires représentent de futurs conduits galacto- 
phores. Ainsi, 4 l’ébauche mammaire a cordon unique du foetus 
de souris, est substituée une ébauche 4 bourgeons multiples ou 
a deux cordons mammaires, c’est-a-dire, une ¢bauche qui, par 
sa structure générale, se rapproche beaucoup de celle d’autres 
foetus de mammiféres (chez Jesquels il se constitue a partir du 
bourgeon primitif, deux ou plusieurs bourgeons secondaires qui, 
en s “accroissant, donneront naissance a autant de canaux galacto- 
phores); ce résultat expérimental montre qu'il -est possible de 
transformer le plan spécifique de structure de la mamelle, en un 
autre plan de structure qui se rap proche beaucoup du plan 
d’organisation de la mamelle d’autres espéces. D’autre part, ces 
transformations montrent qu’une substance chimique pure (une 
hormone sexuelle, l’cestradiol) peut provoquer un bourgeonne- 
ment exagéré d’une ébauche, conduisant ainsi a un processus de 
multiplication de l’ébauche. Il est nécessaire de préciser ici que 
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les bourgeons multiples ainsi formés, ou les deux cordons mam- 
maires primaires, sont tous issus de la couche de cellules baso- 
philes située a la base de la formation (amas malpighien ou 
coelomaste) qui représente l’ébauche mammaire transformée ; la 
base de chacun des bourgeons multiples est donc attachée a ce 
matériel cellulaire basophile ; ’ébauche transformée forme done 
un tout, avec ses bourgeons multiples ou ses deux cordons mam- 
maires, méme quand ceux-ci naissent en des points éloignés de 
la base de l’ébauche : cette é¢bauche transformée représente donc 
maintenant une glande complexe comprenant deux ou plusieurs 
bourgeons (ébauches de canaux galactophores) débouchant dans 
le méme champ cutané [aire mammaire] (8). 

Dans d’autres cas, l’cestrogéne a provoqué la formation d’un 
large cone épidermique supportant 4 sa base le bourgeon mam- 
maire ; ce cOne épidermique du foetus de souris traité par les 
cestrogénes doit représenter une hypertrophie de la courte tige 
épidermique qui, chez le foetus de 15 jours, relie le bourgeon 
mammaire a |’épiderme ; ce cone est enfoncé dans l’axe d’un 
mamelon et la configuration générale de l’ébauche (mamelon 
saillant, céne et cordon mammaire) rappelle alors celle observée 
a certains stades foetaux de la mamelle d’autres espéces [47]. 
Nous ignorons encore s’il s’agit la d’une simple convergence de 
forme ou si un agent hormonal intervient dans la réalisation de 
ce type de configuration de l’ébauche chez les espéces qui, norma- 
lement, le présentent. 


40 Les mécanismes terminaux possibles 
des modifications de la morphogénése mammaire 
provoquées par les hormones sexuelles. 


Nous savons maintenant que les hormones androgénes et les 
hormones cestrogénes, agissant sur les ébauches mammaires du 
foetus, inhibent ou altérent profondément leur développement ; 
mais par quel mécanisme ? Cette question est encore a l'étude : 
nous ne pouvons donner ici que les indications préliminaires 
sulvantes. 

Au cours de la suppression des bourgeons mammaires, provo- 
quée par une hormone androgéne, on observe la formation pré- 
coce, autour du bourgeon mammaire, d’une épaisse enveloppe 
de mésenchyme dont les cellules présentent des modifications de 


(8) La question se pose de savoir si, dans certains cas, ou sous cer- 
taines influences, le champ mammaire cutané ne pourrait pas se 
scinder 4 son tour, au cours de la croissance foetale ou post-natale par 
exemple. en isolant ou séparant ainsi une moitié de lébauche 
bipartiic ou un des bourgeons multiples: si tel était le cas, ce pro- 
cessus pourrait alors conduire A la formation de mamelles surnumé- 
raires Au voisinage des mamelles normales. 
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structure (hypertrophie, turgescence nucléaire); le bourgeon 
mammaire se réduit progressivement et beaucoup de ses cellules 
entrent en pycnose ; finalement les résidus du bourgeon (cellules 
nécrosées et cellules normales restantes) sont refoulés au sommet 
d'une saillie dermique et rejetés a l’extérieur de l’embryon. Les 
aspects cytologiques conduisent 4 admettre que les cellules mésen- 
chymateuses doivent probablement exercer une action mécanique 
et une action chimique sur les cellules épithéliales du bourgeon 
mammaire, provoquant une destruction cellulaire et ]’élimination 
des restes du bourgeon. 


Nous ne disposons que d’observations préliminaires en ce qui 
concerne le mécanisme d'action des hormones cestrogénes ; nous 
avons constaté que les cestrogénes agissant précocement provo- 
quent : a) une multiplication accentuée des cellules de la tige 
épidermique 4 la base du bourgeon mammaire; 6b) la forma- 
tion précoce (au stade de 14-15 jours) d’une enveloppe dense de 
mésenchyme autour du bourgeon mammaire. Lorsqu’on examine, 
a des stades plus avancés, les ébauches mammaires des fcetus 
ainst traités, on trouve des morphologies variables : amas épider- 
miques, dépressions, invaginations, etc.; c’est trés vraisembla- 
blement la forte multiplication cellulaire provoquée par l’cestro- 
géne dans les cellules de la tige du bourgeon mammaire qui doit 
conduire d’abord a l’hypertrophie de cette tige et de l’aire épithé- 
liale superficielle, aboutissant ainsi 4 la constitution d’un amas 
malpighien souvent kératinisé ; cet amas malpighien se dévelop- 
pant au centre de l’ébauche doit provoquer |’étalement du matériel 
du bourgeon mammaire. Nous ignorons encore si ce matériel peut 
& son tour subir ou non une transformation épidermique ou s’1l 
est en partie détruit. 

Quant aux différents types de malformations observés, ils sont 
certainement A mettre en rapport avec le stade de développement 
attemnt par le bourgeon mammaire, quand l’hormone cestrogéne 
agit sur lui; ainsi, c'est vraisemblablement la tige épidermique, 
non encore fissurée en son axe, qui donne naissance aux inva- 
ginations épithéhales cylindriques; les coclomastes doivent se 
former pendant ]’ouverture de cette tige. La répartition des divers 
types de malformations doit s’expliquer en tenant compte du fait 
que les ébauches pectorales sont en avance de développement sur 
les ébauches inguinales. On comprend aussi la formation des 
ébauches a base épidermique prolongée par un cordon mam- 
maire : l’cestrogéne a dd maintenir et développer la tige épider- 
mique qui, au stade de 15 jours, reliait le bourgeon mammaire 
a l’épiderme. Enfin, on congoit que la masse malpighienne, 
développée sous l’action cestrogéne provoquant un éalement du 
matériel cellulaire du bourgeon mammaire, entraine un bourgeon- 
nement disséminé de ce matériel : c’est vraisemblablement 1a, 
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Vorigine des ébauches a hourgeons multiples ou a deux cordons 
mammaires. 

Ajoutons, enfin, qwil est probable que Venveloppe mésenchy- 
mateuse ¢paisse qui se constitue précocement, sous l’action 
cestrogéne, autour du bourgeon mammaire, exerce une action 
inhibitrice sur le développement des cellules mammaires ; ce 
probléme est encore a l'étude ; il serait important de connaitre, 
d'une facon précise, le mécanisme de cette inhibition de crois- 
sance : peut-étre serait-il possible d’appliquer ses processus pour 
essayer dinhiber des proliférations cellulaires ou tissulaires 
pathologiques (tumeurs, etc.) chez l’adulte. On pourrait envisager 
aussi que les cestrogénes modifient le métabolisme des cellules 
mammaires et que cette modification se répercute sur leurs capa- 
cités de prolifération : mais cette hypothése est rendue peu 
plausible par le fait que, lorsque Vinjection d’hormone cestrogéne 
est effectuée plus tardivement, au stade de 15 jours, les cellules 
mammaires continuent a se multiplier 4 un rythme normal. 

Dans un travail ultéricur nous apporterons des précisions sur 
ces phénoménes, en exposant le résultat des recherches actucl 
lement en cours. 


5° Incidence médicale de ces observations. 


Rappelons, tout @abord, que cette réalisation expérimentale de 
malformations mammaires congénitales apporte une explication 
de la genése de nombreuses malformations « spontanées » de la 
mamelle, dont on ignorait, jusqu’ici Vorigine. 

I] faut ensuite souligner importance ct la gravité des malfor- 
mations mammaires produites par les hormones sexuelles : qu’il 
s’agisse d’une suppression totale dune ébauche mammaire, dune 
inhibition partielle ou dune des nombreuses malformations du 
mamelon que nous avons oblenues, ces lésions ont pour consé- 
quence soit une impossibilité de fonctionnement de la glande, 
soit des insuffisances fonctionnelles, soit la suppression des possi- 
bilités de tétée ; de plus, il semble qu’au cours de la vie post- 
natale, diverses lésions pourraient prendre naissance a partir de 
elandes malformées. 

En troisiéme heu, nos recherches montrent que des doses 
relativement faibles d’hormone cestrogene (50 a 500 y) injectées 
i Ja souris gravide sont capables d’altérer le développement des 
mamelons et des ébauches mammaires des foetus : ces doses 
provoquent soit un arrét de croissance du bourgeon mammaire, 
soit un ralentissement de sa croissance, soit de nombreuses ano- 
malies ; les doses de 100 a 200 y, injectées au jour 13 de la 
gestation a la souris, provoquent déja une réduction de moilié 
de la taille de nombreuses ébauches (100 y) et des malformations 
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graves de plusieurs ébauches pectorales et inguinales (avec 150 
ai 190 y). Ces constatations posent un probleme médical : bien 
que nous ignorions si, chez la femme, les hormones sexuelles 
aoe Vembryon comme elles le font chez la en une telle 

ventualité doit étre cependant prise en considération ; or, depuis 
ies indications originales des Smith (1946), de nombreux alnasiem: 
etfectuent actuellement. dans le cas de troubles endocriniens divers 
ou de menaces d’avortement, des injections d’hormone cestrogéne 
i la femme enceinte; les doses d’hormones ainsi injectées 
cece souvent, et parfois dépassent, les doses (rapportées 

t Pumité de poids corporel) qui, chez la souris gravide, provo- 
ae des lésions ou des malformations des mamelles des feetus 
(100 4 500 y pour une souris gravide de 25 a 35 g, c’est-a-dire 
3 a 15 mg par kilogramme). Nous pensons que l’injection a la 
lemme enceinte, de ces doses, 4 des stades comparables (9), 
pourrait exercer une action nocive sur le développement de !a 
glande mammaire du foetus humain (10). 


6° Autres facteurs 
pouvant causer des malformations mammaires. 


Nous avons mis en évidence, dans ce travail, le réle des 
hormones sexuelles dans la production des malformations mam- 
maires ; mais, d’une fagon trés générale, on peut envisager qu'un 
erand nombre de facteurs peuvent provoquer des altérations du 
développement foetal de la mamelle. 

Tout d’abord, en ce qui concerne le groupe des agents naw 
naux, nous nous sommes demandé si, comme elles ‘le font chez 
Vadulte, ’hypophyse et la thyroide fcetales n’influenceraient pas, 
par leur sécrétion, le développement de la mamelle ; en colla- 
boration avec M. M. Frilley, l'un de nous a deétruit {48-49-20}, 
par irradiation localisée au moyen des rayons X, la thyroide et 
V’hypophyse des foetus des deux sexes ; nous n’avons pas observé, 
chez ces foetus, d’anomalie de la morphogénése de la mamelle 
(l'étude quantitative du degré de développement de ces ébauches 
reste a faire); toutefois, une conclusion définitive ne peut pas 
ctre formulée, car la possibilité existe, du passage au foetus, des 


(9) On sait que la période de sensibilité maximum des ébauches 
mammaires aux hormones cestrogénes correspond au stade du bour- 
geon mammaire primaire (jusqu’au début de l’allongement du 
bourgeon) ; or, chez le foetus humain, ce stade du _ bourgeon 
mammaire persiste longtemps, jusqu’au quatricéme ou au début du 
cinquiéme mois de la vie foetale. 

(10) De méme, dans la_ pratique vélérinaire, lorsqu’on envisage 
d’administrer des cestrogénes A des vaches ou a des chévres en gesta- 
lion, il y aurait lieu de tenir compte des effets nocifs que de telles 
injections pourraient exercer sur la mamelle des foetus. 
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hormones hypophysaires ou thyroidiennes maternelles, ou des 
sécrétions placentaires. 

On sait aussi que diverses conditions pathologiques affectant 
la mére gravide, telles que V’avitaminose, des maladies a virus, 
des affections diverses, retentissent sur le développement du tractus 
génital, lorganogénése ou la croissance du foetus : ainsi, Wilson 
et Warkany ont montré [24] que l’avitaminose A, chez la rate 
gestante, provoquait des anomalies de la différenciation sexuelle 
des foetus; on est naturellement conduit a penser que I’avita- 
minose a causé une perturbation du fonctionnement de Vhypo- 
physe ou des gonades feetales; ct il est possible que ces 
perturbations aient un retentissement sur Je développement des 
ébauches mammaires foetales. 

D’autre part, d’autres facteurs peuvent ¢tre a l’origine d’alté- 
rations du développement de la mamelle : on concoit que des 
troubles de l’induction des primordia mammaires puissent con- 
duire a des agénésies primaires des ébauches, ou a des anomalies 
(une induction sur un territoire plus étendu, une bipartition du 
tissu inducteur pourraient conduire a la formation d’ébauches 
surnuméraires) ; des hypoplasies, des déficiences, des anomalies 
diverses peuvent aussi résulter de troubles de différenciation des 
ébauches primordiales ; Vhypothése de l’intervention de facteurs 
héréditaues dans ces anomalies précoces est rendue plausible par 
un certain nombre d’observations. 

Une autre catégorie d’agents capables d’affecter le développe- 
ment foetal de la mamelle est représentée par les diverses radia- 
tions ionisantes. On peut enfin penser, que des toxiques généraux, 
diverses substances cytotoxiques, ou inhibitrices de la mitose, 
puissent exercer une action nocive sur le développement de ia 
mamelle fcetale. 

Mais, dans la genése des malformations mammaires spontanées, 
importance des divers facteurs que nous venons de passer en 
revue doit étre trés inégale : ce sont probablement les troubles 
d’induction et de différenciation précoce des ébauches et Jes 
hormones sexuelles, qui jouent un réle prépondérant, dans ta 
réalisation des malformations mammaires congénitales que l’on 
rencontre dans la nature chez la plupart des espéces animales, 
chez la femme et chez homme. 


IV. — Résumé de la deuxiéme partie. 


1° Consécutivement a l'injection d’une hormone cestrogéne 
(cestradiol, stilbcestrol) a la souris gravide, des malformations 
mammaires prennent naissance chez les fcetus ; ces malformations 
sont variées ; on observe principalement : 
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'‘L’inhibition totale ou subtotale du développement de la mamelle ; 

‘La formation de poches cutanées (coelomastes), sans trace de 
glande mammaire, ou avec seulement des rudiments. 

La formation d’invaginations malpighiennes, cordonales, ou en 
amas sans morphologic définie. 

La formation d’ébauches comprenant deux parties : une base 
épidermique a laquelle fait suite un cordon mammaire. 

Des transformations du plan spécifique de structure des ébau- 
ches. 

Des déficiences diverses : raccourcissement des ébauches sans 
modification importante de la structure générale, épaississement 
du cordon mammaire, élargissement conique de la base, etc. 


2° Chacune des doses, comprise entre 50 y et 10 mg de dipro- 
pionate d’cestradiol, qui ont été injectées a un stade suffisamment 
précoce, a la souris gravide, a provoqué des modifications du 
développement de la mamelle des foetus. 

3° La fréquence des malformations mammaires fcetales croit 
avec la dose d’hormone eestrogéne injectée 4 la mére en gestation : 
faible aprés injection d’une dose de 50 y, le nombre des malfor- 
mations s’éléve rapidement a partir de doses de l’ordre de 100 y ; 
pour les doses comprises entre 100 et 500 y, la fréquence des 
malformations atteint 60 p. 100; pour les doses de 500 a 1 000 y, 
la fréquence des malformations atteint 90 p. 100. 


4° Le degré de gravité des malformations mammaires est aussi 
fonction de la dose d’hormone injectée a la mére gravide : alors 
que la dose de 50 y ne provoque que de légéres déficiences 
(simple raccourcissement, en général) des ébauches, les doses de 
ordre de 100 a 150 y sont déja capables de provoquer une 
réduction de moitié, de la taille des ébauches mammaires feetales. 
Les malformations structurales proprement dites des ébauches 
mammaires apparaissent chez les foetus, aprés injection a la mére 
gravide, d’une dose supérieure 4 100 y : déja avec 150 y, certaines 
ébauches sont inhibées; avec 190 y, on observe, en outre, des 
invaginations malpighiennes et des ccelomastes ; avec les doses 
de 500 y et au dela, les diverses catégories de malformations 
mammaires graves sont présentes et nombreuses. 

Ces résultats montrent que les hormones cestrogénes admi- 
nistrées a la souris gravide exercent une forte action tératogéne 
sur les ébauches mammaires des foetus. 

5° L’ensemble des résultats expérimentaux apportés dans les 
parties I et II de ce travail est discuté. 

Nos expériences permettent de supposer qu’une action hormo- 
nale est a l’origine de nombreuses malformations mammaires 
« spontanées » observées chez Vhomme et la femme et chez 
diverses espéces animales ; et on peut envisager que cetle action 
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se réalise en général par passage au feetus, d’une hormone 
sexuelle en excés dans l’organisme materne] gravide. 

L’incidence médicale de ces résultats est soulignée : dans le cas 
de menaces d’avortement ou de troubles endocriniens divers, 
certains gynécologues administrent & Ja femme enceinte des 
quantités d’hormone cestrogéne qui alteignent ou dépassent les 
doses (réduites proportionnellement au poids corporel) qui, chez 
la souris, provoquent des malformations mammaires congénitales 
(100 4 500 y pour une souris gravide de 25 4 35 g). Nous attirons 
done l’attention des cliniciens sur l’action nocive que ces doses 
(@cestrogéne pourraient, semble-t-il, exercer sur le développement 
de la mamelle du foetus humain. 
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competence et Pamabilité dont il a fait preuve dans la réalisation 
de ce travail. 

Nous adressons a M. le directeur du C. N. R. S. tous nos 
remerciements pour l’attribution de la subvention qui nous a per- 
mis de réaliser les clichés des planches photographiques qui 
illustrent les deux parties de ce travail. 


SUMMARY OF THE SECOND PART. 


In the second part of this work, a study of the effects, on 
mammary apparatus of the fetuses, of estrogenic hormones 
injected to the pregnant mouse is presented. 

I. Estradiol dipropionate, administered in a single injection on 
the twelth or the thirteenth day of the gestation, inducet a large 
number of malformations in the mammary glands of fetuses : 
lotal or partial inhibition of the development of the mammary 
buds ; formation, at the site of some glands, of cutaneous pouchs 
(coelomasts), or of malpighian invaginations, with or without rests 
of the mammary glands ; formation of glands with a malpighian 
and a mammary component ; transformation of the specific plane 
of general organisation of the gland; many deficiencies of the 
glands (shortening, broadening ; etc.). 

II. Every dosage of estradiol dipropionate, comprised between 
50 and 100 y, was effective in producing modifications in the 
development of the mammary glands of fetuses. 

Ill. The frequency of mammary malformations, in fetuses, 
increases with the quantity of the estrogenic hormone injected to 
the pregnant mother: for dosages comprised between 100 and 
500 y, the frequency of malformations reaches 60 °/, ; for dosages 
between 500 and 1000 y, the frequency reaches 90 °%. The 
degree of gravity of the lesions produced is also a function of 
the dosage of hormone injected to the mother. 

IV. The experimental results of the two parts of the work are 
discussed ; two points will be briefly mentioned here : 


a) Our experiments suggest strongly that a certain number of 
spontaneous congenital malformations of the mammary glands 
(in the human, as in many animal species) may be due to the 
action of chemical substances, belonging to the group of sexual 
hormones, on the mammary buds of the fetus. 

b) It comes out clearly from these experiments that estrogenic 
hormones administered to the pregnant mother exert a strong 
harmful influence on the mammary gland of fetuses ; these obser- 
_ vations may indicate that the administration of estrogens, even 
in relatively low dosages (6-10 mg/kg), to the pregnant woman, 
may be deleterious for the mammary gland of the human fetus. 

Annales de UInstitut Pasteur, t. 90, n° 2, 1956. 15 
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LEGENDES DES PLANCHES 


PLANCHE XVII 


Fic. 51. — Section histologique de la partie basale de la deuxitme ébauche mam- 
maire inguinale gauche du foetus femelle de souris n° 2154, 4gé de 18 jours 
14 h. 30 + 9 h. 30 et provenant d'une mére ayant recu une injection sous- 
cutanée de 1/10 cm d’huile d’olive au stade de 13 jours 14 heures + 9 h. 30; 
les ébauches mammaires de ce foetus sont bien développées et ont une struc- 
ture normale (Gr. = 116). 


Fic. 52. — Section histologique de la partie médiane du deuxitme mamelon 
inguinal droit de la souris femelle nouveau-né n° 486, provenant d’une miére 
ayant regu 1 mg de dihydrostilboestrol pendant la gestation (en deux injec- 
tions de 0,5 mg chacune, faites respectivement six et deux jours avant la 
parturition) ; Vhormone cestrogéne a provoqué un développement prématuré 
du mamelon, mais elle a totalement supprimé le développement de l’ébauche 
mammaire (Gr. = 116). 


Fic. 53. — Section histologique du deuxitme mamelon inguinal droit du foetus 
femelle de souris n° 2096, agé de 18 jours 8 heures + 8 heures, pesant 792,3 mg, 
et provenant d’unc mére ayant recu 150 y de dipropionate d’cestradiol au stade 
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de 13 jours 9 heures + 8 heures de la gestation. L’hormone cestrogéne a pro- 
voqué un développement prématuré du mamelon et a supprimé totalement le 
développement de ia mamelle (Gr. = 112). 


Fic. 54. — Section histologique de la deuxitme ébauche mammaire inguinale 
droite du foetus femelle de souris n° 2099, 4gé de 18 jours 8 heures + 8 heures, 
pesant 704 mg et provenant d’une mre ayant recu une injection de 150 y de 
dipropionate ‘d’cestradiol au stade de 13 jours 9 heures + 8 heures de la ges- 
tation ; hormone a provoqué un développement prématuré du mamelon, mais 
Vébauche mammaire est réduite 4 un petit amas ccllulaire situé A l’apex du 
mamelon (Gr. = 112). 


Fic. 55. — Section histologique de la premitre ébauche mammaire  pectorale 
droite du foetus femelle de souris n° 2100, Agé de 18 jours 8 heures + 8 heures, 
pesant 835 mg provenant d’une mére ayant recu 150 y de dipropionate d’cs- 
tradiol au stade de 13 jours 9 heures + 8 heures de la gestation ; l’ébauche 
mammaire a une base élargie et présente une anomalie de structure (Gr. = 112). 


PLANCHE XVIII 


Fic. 56. — Section histologique de la premitre ébauche mammaire inguinale 
droite du foetus femelle de souris n° 2147, agé de 18 jours, 14 h. 30 + 9h. 30, 
pesant 1100 mg, provenant d’une mére ayant recu une injection sous-cutanée 
de 1/10 cm? d’huile d’olive, au stade de 13 jours 14 heures + 9 h. 30 de 
la gestation. L’ébauche mammaire est bien développée (seule sa partie basale 
est visible sur cette photographie) et sa structure est normale (Gr = 231). 


Fic. 57. — Section histologique de la premiére ébauche mammaire inguinale 
droite, parliellement inhibée, du foetus femelle de souris n° 2065, agé de 
18 jours 8 heures + 10 heures, pesant 1086 mg, provenant d’une mére 
ayant regu une injection sous-cutanée de 190 pg de dipropionate d’cestradiol, 
au stade de 13 jours 8 heures + 10 heures de la gestation (Gr = 231). 


Fic 58. — Section histologique de la premitre ébauche mammaire inguinale 
droite du foetus femelle de souris n° 2069, A4gée de 18 jours 10 heures 
+ 11 heures, pesant 1075,3 mg provenant d’une mére ayant recu une injec- 
tion de 100 y de dipropionate d’cestradiol au stade de 13 jours 9 heures 
+ Jl heures de la gestation. L’ébauche mammaire est élargie et courte (elle 


est réduite de moitié environ, par rapport 4 cclle des foetus témoins (Gr. = 228). 
PLANCHE XIX 
Fic. 59. — Section histologique de la premiére ébauche mammaire pectorale 


gauche du foetus femelle de souris n° 2147, 4gé de 18 jours 14 h. 30 + 9 h. 30, 
pesant 1100 mg. Ce foetus est un foetus témoin ; il provient d’une mére ayant 
recu une injection sous-cutanée de 1/10 cm d’huile d’olive au stade de 
13 jours 14 heures + 9 h. 30 de la gestation. L’ébauche mammaire est bien 
développée (seule sa partie basale est visible sur cette photographie) ef sa 
structure est normale (Gr. = 228). 


Fic. 60 et 61. — Deux sections histologiques de la premiére ébauche mammaire 
pectorale gauche du fetus femelle de souris n® 2172, Agé de 18 jours 
10 h. 30 + 9 h. 30, pesant 1118 mg. Ce foetus provient d’une mére qui a 
regu une injection sous-cutanée de 450 y de dipropionate d’cestradiol au stade 
de 13 jours 10 heures + 9 h. 30 de la gestation ; le bourgeon mammaire a 
été partiellement inhibé dans son développement et a donné naissance A deux 
bourgeons mammaires secondaires distincts (Gr. = 228). 
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PLANCHE XX 


Fic. 62. — Section hislologique au niveau de la premitre ébauche mammaire 
pectorale gauche du foetus femelle de souris, n° 1991, 4gé de 18 jours 12 heures 
+ § heures, pesant 1 209,7 mg. Ce foetus provient d’une mére ayant regu, au 
stade de 13 jours 7 heures + 8 heures de la gestation, une injection sous- 
cutanée de 1 mg de dipropionate d’cestradiol. A l’emplacement de cette ébauche 
mammaire de ce fcetus, il s’est constitué une poche cutanée (ccelomaste) bordée 
par un épithélium malpighien épaissi, desquamant abondamment (Gr. = 228). 


Fic. 63. — Section histologique de la deuxitme ébauche mammaire _pectorale 
gauche du foetus femelle de souris n° 1992, 4gé de 18 jours 12 heures 
+ 8 heures, et pesant 1175 mg. Ce fcetus provient d’une mére ayant recu, au 
stade de 13 jours 7 heures + 8 heures de la gestation, une injection sous- 
cutanée de 1 mg de dipropionate d’cstradiol. A Vemplacement de _ cette 
ébauche mammaire de ce foetus, il s’est formé une invagination épithéliale 
malpighienne, qui s’enfonce profondément dans le mésenchyme  sous-jacent 
(Gr. = 228). 

PLANCHE XXI 


Les photographies de cette planche mettent en évidence une transformation 
particuliére de l’ébauche mammaire: alors que chez les témoins (fig. 67) le 
cordon mammaire est directement inséré- dans l’ectoderme de surface, chez les 
foetus soumis 4 une influence cestrogéne il s’est constitué un cdne épidermique 
qui supporte A sa base le bourgeon mammaire ; ce céne représente un hyper- 
développement de la courte et étroite tige épidermique qui, au stade de 15 jours, 
relie chez le foetus femelle, le bourgeon mammaire a l’épiderme. La morpho- 
logie de ces ¢ébauches transformées, avec un cdne épidermique situé dans l’axe 
d'un mamelon, se rapproche de celle de foetus d’autres espéces de mammifeéres. 


Vic. 64 et 65. — Section histologique de la deuxitme ébauche pectorale droite 
et de la deuxitme ébauche mammaire pectorale gauche du fcetus femelle de 
souris n° 2172, 4gé de 18 jours 10 h. 30 + 9 h. 30, pesant 1118 mg. Ce 
foetus provient d’une mére ayant recu une injection sous-cutanée de 450 y de 
dipropionate d’cestradiol, au stade de 13 jours 10 heures + 9 h. 30 de la 
gestation. Noter le développement du mamelon et la formation d’un large 
cone €pidermique, supportant 4 sa base le bourgeon mammaire (Gr. = 114). 


Fic. 66. — Section histologique de la deuxitme ébauche mammaire pectorale 
droite du foetus femelle de souris n° 2173, agé de 18 jours 10 h. 30 + 9h. 30, 
pesant 890 mg; ce foetus appartient 4 la méme portée que le foetus précédent 
(n° 2172). Noter ici, également, le développement du mamelon et la formation 
dune longue partie épidermique supportant le cordon mammaire (dont on 
n’apercoit que la base) (Gr. = 114). 


Fic. 67. — Section histologique de la deuxitme ébauche mammaire  pectorale 
gauche du foetus femelle de souris n° 2147, Agé de 18 jours 14 h. 30 + 9 h. 30, 
pesant 1 100 mg. Ce foetus est un foetus témoin ; il provient d’une mére ayant 
regu une injection sous-cutanée de 1/10 cm3 dhuile d’olive au  stade de 
13 jours 14 heures + 9 h. 30 de la gestation. L’ébauche mammaire est bien 
développée ; elle est directement insérée dans l’ectoderme de l’aire mammaire ; 


il n’y a pas de cone épidermique et pas de soulévement du mamelon 
(Gr. = 114). 


Quelques-unes des photographies des planches de ce mémoire ont déja paru (a 
d’autres grossissements et, en général, la partie photographiée étant plus exigué) 
dans nos notes préliminaires (C, R. Soc. Biol., 1954, 148, 850 et 963 : photo- 
graphies 23, 27, 29, 30, 45, 51, 53, 55, 58, 67, et C. R. Acad. Sci., 1954, 239, 
315 : photographics 41-48, ct 240, 674 et 810: photographies 17, 64, 65 et 67) 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 
(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 1i* Décembre 41955 


Présidence de M. Dusarric DE LA RIVIERE. 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. Prévot: J’ai l’honneur d’offrir A notre Société le livre que je 
viens de terminer sur la biologie des maladies causées par les bactéries 
anaérobies (1). Ces infections, qui se révélent comme trés fréquentes, 
sont dues & une centaine d’espéces pathogénes se répartissant en 
exogénes (telluriques, sporulées et toxinogénes) et endogénes (aspo- 
rulées, non toxinogénes mais virulentes). Dans le premier groupe 
sont étudiés : le tétanos, les cinq types de botulisme et les nombreuses 
myosites et viscérites gangréneuses ; dans le second: les infections 
a cocci anaérobies, les Ristelloses, les Zuberelloses, Pasteurelloses 
Kubactérioses, Ramibactérioses, Vibrioses, Sphérophoroses, infections 
4 Fusiformis, Fusocilloses, Corynébactérioses, Actinobactérioses, Trépo- 
nématoses et Fuso-tréponématoses ; dans chacun de ces groupes noso- 
logiques sont étudiées l’étiologie, 1’épidémiologie, la physiopathologie, 
Vhistopathologie, l’immunologie, la prophylaxie et la thérapeutique. 
C’est la somme des découvertes récentes faites dans chacun de ces 
chapitres —- somme comportant 2 300 références pour la période 1937- 
1955 —- que je présente 4 tous Jes biologistes s’intéressant aux bactérics 
anaérobies, & leurs toxines et a leurs actions pathogénes. 


(1) A.-R. Prévot, Biologie des Maladies dues aux Anaérobies. 1 vol. 580 p. 
Edit. méd. Flammarion, Paris, 1955. 
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COMMUNICATIONS 


SUR LA PRESENCE EN FRANCE 
DES INFECTIONS DUES AUX VIRUS DU GROUPE A.P.C. 
(ROWE ET HUEBNER) OU R.I. 67 (HILLEMAN) 


NOTE PRELIMINAIRE 


par R. SOHIER. 
[avec la collaboration technique de J. FREYDIER] (*). 


(Laboratoire d’Hygiéne de la Faculté de Médecine de Lyon.) 


Si lon connait bien aujourd’hui le réle que peuvent jouer dans le 
déterminisme de certaines broncho-pneumopathies aigués et aussi du 
syndrome dit « pneumonie atypique primitive » les virus de |’orni- 
those ou de la psittacose et de la grippe, et si l’on sait identifier cer- 
taines d’entre elles en décelant dans le sérum des malades des agglu- 
tinines actives 4 basse température sur les hématies et aussi des anti- 
corps agglutinant le streptocoque M. G., on ne peut, dans un grand 
nombre de cas, rapporter & une cause précise nombre d’infections de 
Vappareil respiratoire qui ne paraissaient cependant pas dues a des 
bactéries. 

Les travaux récents de deux groupes de chercheurs américains de 
l'Institut National de la Santé (Rowe, Huebner et coll.) [1] et du Ser- 
vice de Santé de l’Armée (Hilleman, Werner et coll.) [2] ont donc 
retenu lattention de tous ceux gui s’intéressent a 1l’étude de ces 
problémes. 

Il a été démontré, en effet, que le virus dit « R.I. 67 » pouvait 
étre & Vorigine d’affections ayant la symptomatologie de la pneumonie 
atypique primitive (P. A. P.) [3] et aussi de diverses manifestations 
morbides aigués respiratoires (Acute respiratory diseases ou A. R. D. 
des auteurs américains). 

Il a été prouvé également [4, 5] que, parmi les virus du groupe 
dit « A, P.C. » (Adenoidal-Pharyngeal-Conjunctival), le type 4 en 
particulier (identifié, semble-t-il, au virus R. I. 67), mais sans doute 
aussi le type 1, pouvaient étre les agents d’infections aigués des voies 
respiratoires et du poumon. 

Poursuivant les recherches que nous avons entreprises depuis 1950, 
et dont les résultats ont été rapportés précédemment ([6, 7, 8, 40], 
et les ayant étendues au nourrisson et a l’enfant pour une enquéte 


(*} Travail effectué avec laide de l'Institut National d’Hygiéne (Direc- 
teur : professeur L. Bugnard), 
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dont nous avons été chargés (1), il nous a paru utile de savoir si ces 
nouveaux virus isolés aux Etats-Unis existaient en France. La pros- 
pection que nous avons effectuée nous ayant révélé qu’ils intervenaient 
dans notre pays, nous avons cru pouvoir, par cette note préliminaire, 
indiquer lintérét qu’on attache désormais A leur recherche. 


MATERIEL ET METHODES. — Antigéne : Culture sur cellules K. B. du virus 
lype 1 (2 passage), référence n° 30292 A, dilué au 1/16 pour l’emploi (2). 

Sérum de référence: Un mélange de sérum humain titrant dans la 
réaction de fixation du complément (Rowe) 1/256. 

Sérums expertisés : D’une part, 111 sérums d’enfants ou d’adultes stockés 
au réfrigérateur 8 —30°, d’autre part 30 sérums d’enfants et d’adultes 
prélevés récemment et conservés A 0° —4°, Parmi ces sujets, les uns 
avaient présenté des infections broncho-pulmonaires aigués d’étiologie 
cliniquement indéterminée, alors que d'autres avaient été identifiés comme 
relevant de la grippe, de Jlornithose ou rentrant dans le cadre de 
la_P.A.P. 

Les autres étaient des sujets séjournant dans les hépitaux pour diverses 
affections n’atteignant pas lVappareil respiratoire. : 

Méthode : Il s’agit d'une micro-méthode de fixation du complément A 
froid dérivée de celle de Kolmer et réalisée en tubes selon une technique 
dont le principe a été donné précédemment [9] et dont le détail sera publié 
prochainement. Le titre limite de positivité est indiqué par la plus forte 
dilution empéchant complétement I’hémolyse (+ + + +) ou n’entrainant 
celle que de 25 % au maximum des hématies (+ + +). 


Les résultats de nos premieres investigations sont résumés dans le 
tableau I. 

On constate que pour 37 sérums d’enfants atteints d’affection aigué 
de l’appareil respiratoire, on trouve 16 réactions positives pour la dilu- 
tion supérieure ou égale 4 1/8 elt 21 réactions négatives A la dilution 
du 1/8. Si Von admet que la négativité de la réaction peut étre fixée 
ad ce taux, on reléve donc 43,2 p. 100 de réactions positives et 56,8 p. 100 
de réactions négatives. 

Parmi les 88 enfants hospitalisés pour des affections ne comportant 
pas d’atteinte broncho-pulmonaire, on reléve 12 réactions positives 
pour la dilution 1/8 et au-dessus (soit 31,5 p. 100) et 26 négatives 
au 1/8 (soit 68,5 p. 100). 

Pour les 58 adolescents et adultes, 12 réactions positives (22,6 p. 100) 
et 41 réactions négatives au 1/8 (77,4 p. 100). 


(1) Cette recherche a été possible grace a la collaboration de trois 
Services de Pédiatrie avec lesquels nous effectuons actuellement, a la 
demande de IJ’Institut National d’Hygiéne et avec son aide, une enquéte 
sur les pneumopathies a virus de l’enfant. Nous exprimons notre grati- 
tude au professeur Bernheim (Lyon), au professeur Chaptal (Montpellier), 
au professeur agrégé Jeune (Lyon) et a leurs collaborateurs respectifs, 
le Dr Larbre, le Dr Dejon, le Dt Bonnet, le Dr Prenat et le Dr Lafond. 

(2) Cet antigéne nous a été obligeamment remis par W. P. Rowe (du 
Laboratoire de Recherches de l'Institut National de la Santé aux Etats- 
Unis, directeur R. J. Huebner), ce dont nous le remercions trés sincére- 

ent. 

Nowe tenons A remercier également le Dt Hilleman (Laboratoire des 
Virus du Service de Santé de Armée Américaine, directeur, Dt J. Smadel) 
de son obligeance. 
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TaBLEAv I. 


REACTION DE FIXATION 
POSITIVE A UNE DILUTION SOPERIEURE OU EGALE A 1/8 


ace 1/16 1/32 1/64 | I/128 | 1/256 ETUDIES 


ENFANTS ATTEINTS 
D' INFECTIONS 
SRONCHO-PULMO~ 
NAIRES 


HOSPITALISES 
POUR D'AUTRES 
AFFECTIONS 


ADOLESCENTS OU 
ADULTES NON AT- 
TEINTS D'AFFEC- 
TIONS sRONCHO- 
PULMONAIRES 


Ces résultats, bien qu’obtenus avec un antigéne du type 1 de Rowe, 
indiquent qu’un pourcentage important de la population a rencontré 
un des virus du groupe A. P. C. En effet, Rowe a montré qu’il y avait 
entre Jes types, du moins en ce qui concerne les antigénes fixateurs 
du complément, des caractéres communs, A telle enseigne gu’un 
sujet infecté par un des types élabore trés fréquemment des anticorps 
fixant le complément pour les autres types. La présence des anticorps 
pour un des types permet donc de déceler l’infection par au moins 
un des virus du groupe A. P. C. qui d’ailleurs, pour un grand nombre 
de sujets, a pu étre celui le plus fréquemment en cause dans les affec- 
tions de l’appareil respiratoire, c’est-a-dire du type 4 de Rowe ou 
R. I. 67 d’Hilleman. 

Nos résultats sont & rapprocher de ceux rapportés par Hilleman et 
coll. [3] relatifs & une population de sujets apparemment normaux 
et dans laquelle, entre 2 et 15 ans, 35 4 50 p. 100 des sujets ont des 
anticorps fixant le complément pour les dilutions égales ou supé- 
rieures au 1/5. De méme, ils peuvent étre comparés avec ceux de 
Rowe et coll. [4] concernant la recherche des anticorps neutralisant 
le type 1, lesquels sont présents chez 30 & 55 p. 100 des enfants de 
6 mois 4 15 ans. 

On remarquera que nos pourcentages sont plus bas pour Jes sujets 
dits « tout-venant », enfants ou adultes, mais nous n’avons pas 
recherché la fixation du complément pour les dilutions inférieures 
au 1/8. En prenant cette dilution comme limite, on constate que le 
pourcentage le plus élevé s’observe parmi les enfants atteints d’affec- 
tions pulmonaires. 

Un autre fait mérite d’étre signalé: nous avons mis en ceuvre Ja 
réaction pour 4 sérums d’enfants et 9 sérums d’adultes atteints d’orni- 
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those ; elle a été négative d la dilution du 1/8 pour les 9 adultes et 
pour 2 enfants. Deux des 4 enfants avaient une réaction positive au 1/8. 

Nous nous proposons de continuer cette étude sur la fréquence de 
infection et le rdle de ces virus dans les affections aigués de Vappareil 
respiratoire en recherchant, sur deux sérums, l’augmentation du taux 
des anticorps significative d’une infection récente. 

Toutefois, dés maintenant, des taux élevés trouvés chez 5 enfants 
laissent 4 penser qu’ils avaient été récemment infectés. C’est d’ailleurs 
dans le seul groupe des enfants ayant eu des infections aigués de 
l’appareil respiratoire que l’on a décelé des anticorps A des taux supé- 
rieurs ou égaux d 1/64. 


En REsuME : La réaclion de fixation du complément effectuée avec, 
comme antigéne, une culture d’un des virus du groupe A. P.C. de 
Rowe et Huebner chez 38 enfants et 53 adultes hospitalisés pour des 
affections n’atteignant pas l’appareil respiratoire a été positive pour 
la dilution égale ou supérieure au 1/8 dans respectivement 31,5 p. 100 
et 22,6 p. 100 des cas, taux qui sont a rapprocher (compte tenu de la 
dilution limite adoptée) de ceux de Rowe et coll., et de Hilleman et 
coll. 

Parmi 37 enfants ayant des infections aigués broncho-pulmonaires, 
il y a eu, pour les mémes dilutions, 43,2 p. 100 de réactions positives 
et les titres les plus élevés 1/64 et 1/256 n’ont été décelés que dans 
ce groupe. Les sérums de 13 sujets atteints d’ornithose ont donné des 
réactions négatives dans 11 cas et positives, au 1/8 seulement, dans 
2 cas. 

La réaction de fixation du complément effectuée avec un des types 
du groupe A. P.C pouvant révéler Vinfection pour les autres types, 
on peut admettre que divers virus de ce groupe ont infecté les sujets 
examinés et qu’ils ont pu, dans notre pays, comme aux Ktats-Unis, 
provoquer des atteintes apparentes plus ou moins caractéristiques ou 
inapparentes. 

Cette étude, qui n’a la valeur que d’une note préliminaire, a seu- 
lement pour but d’attirer l’attention sur lintérét qu’il y aura désor- 
mais & tenir compte de ces virus dans la recherche de 1’étiologie des 
broncho-pneumopathies aigués. 
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L'AVENEMENT DES ANTIBIOTIQUES A-T-IL MODIFIE 
LES CARACTERES DU BACILLE DE KOCH ? 


par F. TISON et J. AUDRIN. 


(Sanatorium de Praz-Coutant, Haute-Savoie) 


Depuis quelques années, il nous avait semblé que les lésions des 
cobayes inoculés dans un but de diagnostic étaient de moins en moins 
étendues. 

Nous basant sur une expérience portant sur 6500 cobayes, nous 
avons voulu étudier ce phénoméne avec le maximum d’objectivité. 

Tout d’abord, il était utile de vérifier que les conditions étaient 
restées les mémes d’une année a l’autre (1). 


1° Propuits 3inocutés. — Il s’agit le plus souvent de crachats 
recueillis directement ou par tubage gastrique, et négatifs aux examens 
optiques, donc, au plus, paucibacillaires. Ces examens optiques, dont 
la technique avait été précisée par J.-C. Levaditi et P.-E. Davy, n’ont 
pas varié depuis [1]. 


2° TECHNIQUE D’INOCULATION. — Ces produits ont toujours été inoculés 
sans subir de traitement chimique par la soude ou l’acide. 

Les cobayes ont été protégés de linfection banale par des sulfamides 
ou par des antibiotiques. 

L’animal est observé jusqu’au quatriéme mois et subit mensuelle- 
ment une intradermo-réaction de tuberculine brute au 1/10. N’est 
considérée comme positive qu’une réaction en escarre dont le schéma 
est reporté 4 la vingt-quatri¢éme et a la quarante-huititme heure sur 
le cahier. 

Ces archives nous ont permis une étude valable dans le temps. 

Nous avons noté l’allergie de 1 2 3. 


1, si lescarre est apparue le troisiéme mois. 
a 2, si l’escarre est apparue le deuxiéme mois. 
3, si l’escarre est apparue le premier mois. 


(1) Le paralléle avec la culture serait sans valeur, étant donnés les chan- 
gements de milieux et de techniques qui ont considérablement perfec- 
tionné le procédé ces derniéres années. 
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x 


De méme I|’étendue des lésions A l’autopsie a été notée de 1 a 4. 


: Tuberculose des ganglions inguinaux et présacrés. 
: Tuberculose des ganglions, rate et foie. 

: Tuberculose des ganglions, rate, foie et poumons. 
: Tuberculose généralisée extensive. 


mob 


La valeur de ces notes parait toute relative. En fait, la stabilité des 
moyennes annuelles pour la note « a» d’allergie n’a pas été la 
moindre surprise de cette enquéte. Ces moyennes ne portent pas sur 
des variations extrémes. Elles concernent des chiffres réguliers. 

Quant aux moyennes « l » (lésions), elles varient avec continuité. 


Ceci nous a incités 4 établir une courbe qui a pris une allure « bio- 
logique » trés satisfaisante. 

Si Vallergie parait stable, les lésions sont en baisse constante. 
Ces constatations nous ont entrainés a établir un coefficient arbi- 


ed : A 
traire 7 qui est croissant. 


La lecture des courbes nous incite cependant 4 ne pas attribuer 
leur allure a la seule apparition des médications antituberculeuses 
efficaces. 

L’allure générale décéle, en effet, que, chronologiquement, la chute 
a précédé lapparition de la streptomycine et, a plus forte raison, 
de VINH. 

Nous avions, 4a propos de l’étude des pices d’exérése [7] attiré 
l’attention sur la présence de souches avirulentes, en dehors de toute 
action trés prolongée des antibiotiques. Elles semblent en rapport avec 
la forme anatomo-clinique des lésions, et plus fréquentes dans les 
lésions denses, caséeuses, torpides, découvertes de dépistages. 

Le probléme est complexe ; loin de nous, l’idée de tirer des conclu- 
sions. Nous voulions seulement apporter ces faits 4 un moment ou 
le professeur Hauduroy décrit les « souches anormales » [2]. 

Les études de Middlebrook, Gernez-Rieux, H. Noufflard, M. Rist, 
C. Libermann, M™ F. Grumbach et J.-C. Lévaditi [3, 4, 5, 6] ont 
montré que des souches INH-résistantes avaient des caractéres parti- 
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culiers quant & la virulence, aux caractdres de culture, aux réactions 
biochimiques. 

Nl s’agit 1a d’études en profondeur sur des souches déterminées. 
Nous avons youlu, au contraire, donner une impression d’ensemble 
sur les souches isolées au laboratoire de clinique. 
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Il semble en résulter que, 


ordre, la virulence pour le 
tante (2). 


si le pouvoir allergisant reste du méme 
cobaye, par contre, est en baisse cons- 


(2) Apres avoir fait ce travail nous avons const 


Ot ii ail até que Vopinion d’autres 
praliciens de linoculation rejoignait la nétre. 
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ETUDE DES ACIDES VOLATILS ALIPHATIQUES 
DE Ci A C6 PRODUITS PAR 215 SOUCHES 
DE BACTERIES ANAEROBIES 


par J. GUILLAUME, H. BEERENS et R. OSTEUX. 


(Institut Pasteur de Lille et Laboratoire de Chimie biologique 
de la Faculté de Médecine et de Pharmacie) 


En 1942, A.-R. Prévot [4] a introduit un nouveau caractére d’iden- 
tification des bactéries anaérobies : le type fermentaire. On peut le 
définir ; la détermination des acides de fermentation volatils et fixes. 
Les premiers s’identifiaient par la méthode de Duclaux. Pendant 
cing ans, dans le Service des Anaérobies de l'Institut Pasteur de Lille, 
nous avons appliqué rigoureusement cette méthode pour toutes les 
souches isolées ; les courbes oblenues étaient irréguliéres et, le plus 
souvent, il était impossible de les faire correspondre & une courbe 
type. Une étude compléte des modalités de distillation des cultures 
bactériennes nous a montré que, toujours, il passait une faible quan- 
tité d’acide lactique dans le distillat et que l’on y retrouvait du gaz 
carbonique en grande proportion. Ces résultats décevants nous ont 
amenés 4 supprimer ce caractére de nos fiches d’identification, et, 
dans Ja technique d’étude des anaérobies publiée récemment par 
H. Beerens [2], il n’est pas fait mention des acides de fermentation. 
La mise au point par deux d’entre nous [3] d’une technique de déter- 
mination des acides volatils par chromatographie sur papier, nous 
a incités X envisager de nouveau cette question. 


SoucHES UTILISKES : 215 souches ont été étudiées ; 55 sporulées, 
réparties en 20 espéces ; 160 non sporulées, réparties en 23 espéces. La 
plupart proviennent de notre collection personnelle ; certaines nous 
ont été adressées par le D™ A.-R. Prévot, chef de service des Anaérobies 
x l'Institut Pasteur de Paris; nous l’en remercions vivement. La 
taxonoraie adoptée est celle de A.-R. Prévot [4]. 
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TrcuniguE. — Les souches ont été cultivées a 37° sur milieu VF 
clucosé a 1 p. 100, réparti en tubes de 20 x 20 a raison de 25 ml par 
tube et recouvert de paraffine aprés ensemencement. Le temps d incu- 
bation a varié de quarante-huit heures 4 quatre jours, selon la vitesse 
de croissance ; les déterminations d’acidité volatile ont été effectuces 
lorsque la phase logarithmique était terminée. 

L’entrainement A la vapeur a été réalisé selon la technique de 
Friedmann [5] sur 10 a 30 ml de milieu de culture. La chromato- 
eraphie sur papier a été faite suivant la méthode de Guillaume et 
Osteux. Une estimation quantitative a été possible, par mesure de la 
surface des spots. 


Résutrats. — Ils sont consignés dans le tableau I. 


Tasieau I. 


acétique 
Acide 
1do- 
butyrique 
cide 
1so- 
valériani que 
Aeide 
caprefque 


Welchia aPillee 29,8 % 26 % 
perfringens (19-39) 


Clostridium oPoL. 26 % & 33 % 
butyricum i (20-46) 


Clostridium «PL. 13% 
corallinum 


Clostridium oP.L. 2 23 
septioum (18-29) 


Clostridium 
chauroet 


Clostridium 
multifermen— 
tans 


Clostridium 


Clostridiom 
botulinum B 
(Legroux) 


Clostridium 
botulinum D 
(souche ato- 
rinogéne) 


Clostridium 
sporogenes 


Clostridiom 
! parasporo— 
genes 


Clostridiam 
valerianicam 


Clostridium % 65 & 
bifermentans (14-27) |( 59-68) 


Clostridium 62 % 
carnofoetidum 


L’acidité volatile totale est donnée en micromolécules par litre. 
Lorsque plusieurs souches de méme espéce ont été étudiées, !e chiffre 
supérieur indique la moyenne des résultats trouvés pour toutes ces 
souches; les chiffres entre parenthéses, les minima et maxima obtenus. 

Notre échantillon d’acide isovalérianique contient une impuret¢, 
dont le spot se place au-dessus de celui de l’acide isovalérianique. 
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Nous avons retrouvé cet acide, soit seul, soit associé A l’acide iso- 
valérianique, et l’avons appelé « acide isovalérianique 2 ». 

Les résultats nous suggérent les remarques suivantes. 

Du point de vue métabolique : 1° L’acide acétique est toujours pré- 
sent en forte porportion. 

2° L’acide formique est fréquemment rencontré (83 espéces sur 43 
en produisent), soit comme acide principal, svit comme acide 
mineur (1) [moins de 5 p. 100 de l’acidité volatile totale]. 


Tasieau II. (Suite du tableau I.) 


Souches 
Acidité 
volatile 
totale 

Acide 
acét¢que 

Acide 

butyrique 
butyrique 
Acide 
iso~ 
valérianique 
caprofque 


Ciestridium 
carnofoet idm 


Clostridicva 
histolyticom 


n 


Terminosporus| 
thermosaccha 
rolyticum 


Plectridinum 
Tetani 


Plectridiunm 
tertium 


Plectridium 
carpis 


Plectridiam 
putrificom 
Eubacterium 
lentam 


Eubacterium 
tortcosom 


Corynebacterium 
| liquefaciens 


Actinobacte- 
rium celmlitis 


Actinobacte— 
rinm israeli 


Bifidibacte— 
rium bifidum 


8° L’acide isobutyrique est toujours accompagné d’acide butyrique 
normal. 

4° J,’acide valérianique normal n’a jamais été mis en évidence. 

5° 1 ou 2 acides ont été rencontrés quinze fois, 3 acides quatorze 
fois, 4 acides huit fois, 5 acides cinq fois, 7 acides dans un seul cas 
sur les 43 espéces des 215 souches étudiées. 


(1) Nous désignons sous le terme d’acides mineurs, ceux qui n’appa- 
raissent pas sur le chromatogramme lorsque la concentration totale maxi- 
mum des acides mis en ceuvre dans la chromatographie est inférieure 


. 


a 80 yg. 
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Du point de vue taxonomique : On peut observer la remarquable 
fixité des acides volatils produits par une méme espéce, ils sont en 
outre répartis selon des pourcentages trés voisins. Toutes ces recherches 
ont été effectuées sur des cultures numérotées ; la confrontation des 
résultats nous a permis chaque fois de reconstituer la liste des souches 
suivant leur nom d’espéce. Toutes les souches de notre collection possé- 
dant la méme étiquette produisent les mémes acides; une seule 
exception a été relevée pour une souche de Ristella convexa, qui nous 
a donné, en plus des acides acétique et propionique, de l’acide buty- 
rique ; V’acide formique en outre était absent. Ainsi la caractérisation 
des acides yolatils laisse présumer l’espéce envisagée. 


Tasieau III. (Suite du tableau II.) 


volatile 
totale 
Acide 
formique 
Acide 
acétique 
Acide 
butyrique 
Acide 
1so- 
butyrique 
| Acide 
caprofque 


Vibrio crassus 


Ristella 
putredinis 


Ristella 
conversa 
incommunis 
tumida 
veriabilis 


Ristella 
convexa 


Spheropherus 
funduli- 
formis et Spb 
necropterus 


Spherophorus 
indequalis 


Pusiformis 
fusiformis 


Pusiformis 

bemolyticus 
Veillonella 
alcalescens 


Sarcina 
ventriculi’ 


Staphy leosgcu 
aerogenes 1 


Streptocoque 
op. 


Diplecoccus 
magnus 


Diplececcas A.R, 
plagarum PREVOT 
bella 


Parmi les Clostridium, on enregistre surtout les acides formique, 
acétique, butyrique ; quelques souches donnent des acides en C5. 
Seules les deux souches de Cl. botulinum testées produisent de l’acide 
propionique. Cl. histolyticum ne forme que de l’acide acétique. Les 
Plectridium se comportent A peu prés de facon identique aux Clos- 
tridium, 

Parmi les bactéries non sporulées, les « Gram positives » sont toutes 
du type formique-acétique, a l’exception de C. liquefaciens : acétique- 
propionique, seule espéce & produire ce dernier acide. 
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Les « Gram négatives » ont un spectre acide un peu plus étalé que 
les précédentes : nous voyons apparaitre fréquemment les acides pro- 
pionique et butyrique. 

Parmi les cocci, seul V. alcalescens produit de l’acide propionique. 
Les autres souches sont de type soit acétique pur, soit acéto-butyrique. 
S. fetidum donne de Vacide caproique. 


ConcLusions. — 75 p. 100 des types fermentaires antérieurement . 
établis par la méthode de Duclaux ne correspondent pas aux résultats 
obtenus par chromatographie sur papier. Nous avons identifié par 
cette dernitre méthode les acides volatils formés par 215 souches de 
bactéries anaérobies réparties en. 43 espéces différentes. Il ressort de 
cette étude que les acides produits sont spécifiques de l’espéce envi- 
sagée. La précision de la méthode et la constance des résultats obtenus 
font de ce test un caractére important d’identification des bactérics 
anaérobies. 
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IMMUNISATION ACTIVE 
ET STAPHYLOCOCCIES CHRONIQUES CHEZ L’HOMME 


par J. PILLET, J. BERROD, A. GOSSET et B. ORTA. 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches, et Hépital Pasteur, Paris) 


Nous résumerons dans cette note les résultats cliniques et immuno- 
logiques constatés au cours de 1’étude systématique des effets d’une 
vaccination mixte antitoxique et antimicrobienne pratiquée sur 
100 malades atteints de staphylococcies cutanées rebelles 4 tous les 
traitements antérieurement prescrits et en particulier 4 l’antibiothé- 
rapie. 

Nous insisterons surtout ici sur les résultats immunologiques 
observés, la partie clinique de ce travail ayant été développée dans la 
thése de l’un de nous [4]. 

De ce point de vue, nous avons plus particuligrement étudié les 
variations de l’immunité antitoxique et antimicrobienne au cours de 
Vimmunisation et sous l’influence des injections de rappel. Dans ce 
but, les titrages d’antitoxine et d’agglutinines ont été pratiqués systé- 
matiquement avant vaccination, au cours et aprés celle-ci et toutes les 
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fois que cela a été possible, a des intervalles d’un mois et demi, trois 
mois et sept mois et demi aprés la premiére série. Sa 

Ce travail peut étre considéré comme une contribution préliminaire 
4 étude du terrain staphylococcique, 1’état d’immunisation du sujet 
devant, au moins dans certains cas, jouer un role important dans la 
résistance de lorganisme A l’agression microbienne. 


Maren, ET TECHNIQUES. — Matériel. — Vaccin: Le vaccin utilisé est 

une émulsion dans J’anatoxine staphylococcique purifiée (10 U/cm’) de 
staphylocoques tués provenant des souches types I, II, Ill, 4, ay, te) 
(6 milliards de germes au centimétre cube). 
' Techniques. — Vaccination: Série de douze injections a quatre jours 
d’intervalle aux doses suivantes: 0,10, 0,25, 0,25, 0,50, 0,75, 1, 1, 1,5, 1,5, 
2, 2, 2 em3, Fréquemment deux injections supplémentaires de 2 cm® 
étaient pratiquées, ce qui portait la série & quatorze injections. 

Rappels : Série de cing injections & quatre jours d'intervalle aux doses 
SUIVANLES 0, mea oo eIne. 

Examens des sérums : Chacun des examens comprend le titrage de 
lantitoxine et des ageglutinines du sérum étudié. Ces examens ont été 
pratiqués avant vaccination, aprés la sixiéme injection et aprés la fin de 
la série. Ils ont été renouvelés avant toute série de rappels et aprés 
celle-ci. 


a) Titrage de l’antitoxine. — Recherche du nombre de D.C.H. (dose 
combinée hémolytique) neutralisée par 1 cm? de sérum 4 titrer (Cf. {4)). 
b) Titrage des agglutinines. — Recherche de la dilution maximum per- 


mettant encore l’agglutination des souches types. Titrages effectués avec 
chacune des souches types: I, II, Ill, 4, 5, 6, 7, 8, 9 [4, 2]. 


CHOIX DES MALADES. — Les sujets étudiés dans ce travail sont des malades 
atteints de staphylococcies cutanées chroniques : furoncle, anthrax, hydro- 
sadénite, orgelet. Nous avons sélectionné des malades dont 1|’affection 
répondait aux conditions suivantes: long passé d’affections staphylo- 
cocciques récidivantes ne cédant pas aux traitements antérieurs et en 
particulier aux antibiotiques couramment ultilisés. 

Sur les 100 malades ainsi retenus, 57 avaient une staphylococcie remon- 
tant & au moins un an et 38 A plus de deux ans. 

Etant donné la difficulté d’interpréter les résultats thérapeutiques du fait 
des rémissions spontanées fréquentes de cette maladie, nous n’avons 
considéré que les malades dont les antécédents présentaient une pério- 
dicité indiscutable ou des poussées trés fréquentes. 


R&suLtats. — Immunité antitozique. — a) Avant vaccination : chez 
les malades comme chez 20 sujets témoins, nous avons trouvé, en 
général, un taux d’antitoxine inférieur A 3 unités. Sous réserve d’une 
étude complémentaire de la zone d’immunité comprise entre 0 
et 3 unités ceci améne a4 conclure d’une part, qu’une staphylococcie 
cutanée chronique et récidivante ne provoque pas la formation d’anti- 
toxine 4 un taux appréciable et que, d’autre part, l’état d’immuni- 
sation ne résume pas la question du terrain staphylococcique, puisque 
les sujets témoins, tres vraisemblablement porteurs de staphylocoques 
pathogénes [3] restent indemnes de staphylococcie tout en présentant 
un taux d’immunisation trés bas. 

b) Au cours et aprés vaccination : sur 100 malades observés au cours 
et aprés la série, la moyenne du taux était de 8 unités aprés six injec- 
tions, de 11,25 unités aprés la série. 
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c) Influence des injections de rappel : un mois et demi apres la série, 
les sujets se présentant au premier rappel ont un taux moyen de 
6 unités, ce qui représente une baisse de pres de 50 p. 100 sur le taux 
constaté immédiatement aprés la série. 

Les injections de rappel pratiquées a cette époque n’entrainent 
qu'une faible élévation du titre, qui passe de 6 unités A 6,4 unités. 

Trois mois et demi aprés la série, le taux moyen passe a 4,8 unités 
et ne remonte qu’ 5,5 unités aprés rappel. 

Aprés sept mois et demi, le taux moyen des sujets se présentant 
pour le troisiéme rappel est de 4 unités et reste A ce taux apres rappel. 

Ces résultats montrent qu’aprés immunisation la chute de l’immu- 
nité antitoxique est rapide et que les injections de rappel ne font que 
la ralentir. 

Signalons que quelques sujels, qui ne s’étaient pas présentés aux 
injections de rappel et qui ont été revus un an aprés la série, avaient 
a ce moment un taux inférieur 4 3 unités. Ces sujets, revaccinés, ont 
alors atteint un taux voisin de celui constaté aprés la premitre injec- 
tion de rappel lorsque celle-ci est faite un mois et demi aprés la série. 

Immunité antimicrobienne. — L’étude des. taux d’agglutination des 
sérums des différents sujets vis-d-vis de chacune des 9 souches types 
ne nous a pas permis de noter de différence significative d’un sujet 
4 lVautre quels que soient leurs antécédents et quel que soit le stade 
de Vimmunisation auquel ils étaient parvenus lorsque l’examen a élé 
pratiqué. 

Nous avons, par contre, retrouvé les différences trés nettes rapportées 
dans un travail antérieur [2] entre les taux d’agglutination observés 
avec chacunedes 9 souches types, certaines d’entre elles, les souches III 
et 4 en particulier, étant toujours agglutinées A des taux supérietrs 
& celui observé avec les autres souches. 

Si l’on considére plus particuli¢érement les souches trés agglutinables, 
on peut résumer les résultats obtenus de la facon suivante : chez les 
sujets sains, ces souches sont agglutinées 4 un taux moyen de 1/500, 
alors que chez les sujets staphylococciques le taux moyen est voisin 
de 1/1 000, ce taux ne variant pratiquement pas au cours de la vacci- 
nation. 

L’introduction de corps microbiens tués dans le vaccin ne provo- 
querait donc pas d’augmentation notable du taux des agglutinines dans 
le sérum des sujets vaccinés, bien qu’elle semble avoir une action 
favorable sur les effets cliniques de la vaccination. Il semblerait, en 
conséquence, que l’on ne puisse attribuer actuellement aux corps 
microbiens que le rdle assez indéterminé de substances adjuvantes 
spécifiques. 

Résumé clinique. — Aprés la série, 80 p. 100 des malades traités 
apparaissent comme guéris alors que 20 p. 100 d’entre eux présentent 
encore des lésions bien que le taux de l’antitoxine dans leur sérum 
ait augmenté notablement : 8 unités/cm* en moyenne. 

Aprés traitement, un certain nombre de malades présentent des 
récidives, ce qui raméne le taux des malades guéris sept mois et demi 
aprés le traitement a 46,4 p. 100 (26 sur 56). 

La proportion de malades guéris aprés ce délai ne doit pas ¢tre 
considérée comme faible &tant donné le type de malades choisis ect 
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peut, semble-t-il, servir de référence lors d’études ultérieures sur |’effi- 
cacité d’un traitement des staphylococcies chroniques. 

Les injections de rappel, si elles se révélent efficaces pour inter- 
rompre le cours d’une récidive (et dans ce cas l’interruption est géné- 
ralement suivie d’une guérison durable) ne semblent pas capables de 
prévenir a elles seules toutes récidives. 

La vaccination mixte se montre donc efficace du double point de 
vue curatif et préventif, dans une forte proportion des cas, ce qui 
justifie trés largement son emploi en thérapeutique. 

Toutefois, l’existence d’un petit nombre de malades non guéris 
malgré une immunité convenable et surtout celle de sujets sains ne 
possédant pas d’immunité appréciable alors qu’ils sont trés générale- 
ment porteurs de staphylocoques pathogénes parait montrer que 
l’existence d’antitoxine dans le sang ne constitue qu’un facteur favo- 
risant la résistance aux staphylococcies. 

Tout se passe comme si l’antitoxine apportait une aide efficace 
i lVorganisme, mais sans que son action soit en rapport direct avec 
les facteurs qui sont a lorigine des staphylococcies ; ces facteurs, 
actuellement inconnus, constituant.ce que l’on peut appeler le « ter- 
rain ‘staphylococcique ». 

Il semble donc que ce soit, d’une part, du maintien de Vimmunité 
au taux obtenu en fin de série et, d’autre part, de l’individualisation 
des facteurs constitutifs du terrain staphylococcique que 1l’on puisse 
attendre des progrés en matiére de thérapeutique des staphylococcies 
chroniques. 


R&sUME ET concLusions. — Nous avons pu au cours de ce travail pré- 
ciser les points suivants 

1° Les sujets témoins indemnes de staphylococcie et les malades 
avant vaccination ont un taux d’immunité trés bas, inférieur 4 3 U/cm* 
(étude complémentaire, dans des conditions analogues, de la zone 
de 0 & 3 unités devra ¢étre effectuée). 

2° Aprés une série de 12 a 14 injections de vaccin mixte antitoxique 
et antimicrobien, le taux d’antitoxine atteint 11,25 en moyenne ; le 
taux des agglutinines ne varie pas d’une facgon significative. La gué- 
rison coincide avec la fin de la série dans 80 p. 100 des cas. 

8° Le taux d’antiloxine diminue ensuite rapidement pour atteindre 
4 U/cm* aprés un mois et demi. Les injections de rappel, pratiquées 
a doses élevées et répétées, ne permettent qu’une élévation trés faible 
du taux de lVantitoxine, qui continue ensuite & baisser. Aprés- trois 
séries de rappels pratiquées aprés un mois et demi, trois mois et 
sept mois et demi, le taux moyen est de l’ordre de 3 unités. 

La proportion des malades guéris aprés sept mois et demi est de 
46,4 p. 100, ce qui peut étre considéré comme appréciable étant donné 
le type de malades choisis. 

On peut tirer de ces résultats les conclusions suivantes 

1° Le taux d’antitoxine ne constitue qu’un des facteurs de résistance 
a Vinfection staphylococcique, ainsi que le montrent a la fois l’exis- 
tence de porteurs sains de staphylocoques pathogénes présentant un 
taux d’antitoxine trés bas, et celle d’un certain nombre de malades 
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(20 p. 100 dans notre étude) non guéris, malgré une élévation notable 
du taux de leur immunité. 

2° L’immunisation active renforce toutefois notablement la défense 
de l’organisme contre le staphylocoque, puisque 80 p. 100 des malades 
ne présentent plus de lésion aprés leur série et que 46,4 p. 100 d’entre 
eux restent indemnes de toute récidive sept mois et demi apres la fin 
de Ja vaccination. 
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LA REACTION DE KAHN-STANDARD SUR PLAQUE, 
COUPLEE OU NON AVEC LA REACTION DE KLINE, 
EST-ELLE D’APPLICATION PRATIQUE? 


par P. VELU et M. VELU. 


Depuis quelques années, les microméthodes sur plaques utilisées en 
sérologie (Kline, V. D. R. L., Mazzini, Rein-Bossak, etc.) ont trouvé en 
virologie des applications qui ont souligné leurs avantages [41, 2, 3] ; 
c’est pourquoi nous nous sommes demandé si la réaction de Kahn- 
standard, considérée comme l’une des réactions sérologiques fonda- 
mentales [5], n’était pas susceptible, pratiquée sur plaque, conjoin- 
tement a la réaction de Kline, d’entrer dans la pratique courante 
des laboratoires d’analyses médicales qui, aux termes de la législation 
actuelle, doivent effectuer au minimum une réaction de floculation. 
Pour le vérifier, nous avons suivi une technique plus simple et plus 
compléte que celle préconisée par Kahn [4]. 


Matérien. — Nous avons utilisé un agitateur de Kahn (modéle Robin) 
que nous avons transformé par |’adjonction d’une planchette destinée 
dX recevoir une ou plusieurs plaques en verre (type Browaeys) ou en 
matiére plastique, et par l’introduction dans le socle d’une tige métal- 
lique amovible destinée 4 réduire l’amplitude des oscillations 4 0,5 cm 
environ. Les agitateurs utilisés pour les réactions de Kline convien- 
draient sans doute aussi bien, celui de Debains par exemple, qui 
permet d’employer 12 plaques. { 

La distribution de la suspension antigénique est aisée avec la pipette 
de Duclauz munie A une extrémité d’une petite poire en caoutchouc 
et A Vautre d’une aiguille intradermique de 5/10, convenablement 
épointée qui donne environ CCXXV gouttes + V d’antigéne par centi- 
métre cube, soit des gouttes de 0,0044 cm® environ. Le nombre 
de CCXL conviendrait mieux théoriquement. [Il faut éviter la forma- 
tion de gouttes anormales par suite d’une fuite due au mauvais 
ajustage de l’aiguille sur la pipette. 
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PROTOCOLE DE LA REACTION. —- On emploie du sérum inactivé trente 
minutes A 56°, réchauffé au besoin pendant dix minutes a 37° [6], 
a raison de I goutte par cellule avant la fin du mdrissement de l’anti- 
gene, dont on ajoute I, Il et IV gouttes dans les premiére, deuxiéme 
ct troisitme rangées de cellules de la plaque suivant le tableau I. 


TaBLeau I. 
Distribution des Distribution des sérums 3: 0,05 om} 
antigénes 
(en gouttes) Séruma A tester Sérums témoins 


Le mélange des réactifs est assuré par agilation circulaire manuelle. 
La floculation est activée grace -& Vagitation mécanique linéaire 
i 275 oscillations/minute de 0,5 cm. Dans le Kahn Classique, on table 
sur 275 oscillations/minute de 3-4 cm. Notons que ces mouvements 
linéaires semblent parfaitement convenir 4 la réaction de Kline. 

La durée de la réaction est courte. Comme celle de Kline, elle ne 
dépasse pas quinze A vingt minutes A partir de la préparation de 
Vantigéne, ou trente-cing & quarante minutes & partir de l’imactiva- 
tion du sérum. La dessiccation des réactifs est pratiquement inexis- 
tante : le sérum est distribué quelques instants avant l’antigéne et 
quelques minutes avant la lecture. 

Apres homogénéisation par agitation circulaire manuelle, la lecture 
est faite & loeil nu, sur fond noir, avec éclairage assez intense et, si 
nécessaire, par examen microscopique a faible grossissement sous 
faible éclairage. En cas de doute, il faut recommencer l’agitation. 
La positivité se traduit par la présence d’agglomérats nets plus ou 
moins volumineux et la négativité par l’aspect homogéne de la sus- 
yension de particules plus ou moins fines, bien séparées. 


PARTICULARITES DE LA METHODE. — La réaction telle que nous l’avons 
dratiquée présente les particularités suivantes qui nous semblent 
apporter quelques avantages 

a) La distribution des réactifs est faite avec une aiguille fixée sur 
la pipette de Duclaux au lieu d’exiger une pipette au 1/1000 de centi- 
métre cube ou une seringue pour intradermo-réaction. 

b) Elle débute par le sérum au leu de l’antigéne dont elle évite 
ainsi l’évaporation. 

c) Le mélange est facile par agitation circulaire de la plaque sans 
qu'il soit nécessaire de recourir 4 un petit agitateur (toothpick de 
Kahn). 

d) La floculation est déclenchée par l’agitation mécanique linéaire. 

e) La réaction, qualitative d’emblée sur 8 dilutions, élimine l’erreur 
possible du phénoméne de zone. ‘ 

f) La réaction quantitative est réalisable. 
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g) Le couplage avec la réaction de Kline offre un moyen de contréle 
sans compliquer le protocole. 


Résuttats. — Nous avons pratiqué plus de 250 réactions. 

a) La sensibilité de la réaction nous a semblé bonne, aussi grande, 
sinon plus que la technique en tubes. La technique quantitative se 
pratique exactement comme la technique qualitative, a la différence 
que le sérum est plus ou moins dilué et que le rapport sérum/anti- 
géne adopté ici est de 11,36 (Kahn classique : 12 et méme 15). 

Notons enfin que la réaction de Kline, faite simultanément, nous a 
paru plus sensible que celle de Kahn. 

b) La spécificité est bonne: sur plus de 250 sérums étudiés, néga- 
tifs ou positifs (réellement ou faussement), la technique sur plaques, 
toujours contrélée par les réactions de Kline et de Kolmer et quel- 
quefois par le Kahn classique, n’a pas été en défaut. 

c) Le risque de phénoméne de zone ne semble pas accru du fait 
de la réduction au tiers des différents réactifs. Le rapport sérum- 
antigéne est environ de 2,84-5,68 et 11,36 lorsque les gouttes d’anti- 
gene sont de 0,0044 cm® (Kahn classique : 3, 6 et 12). En fait il serait 
possible de se rapprocher davantage des relations originelles en dis- 
tribuant des gouttes de 0,0041 cm*. Nous avons, par ailleurs, toujours 
couplé la réaction de Kahn sur plaque avec celle de Kline qui ne serait 
pas sujette au phénoméne de zone [7]. 


ConcLusion. — L’étude comparative de plus de 250 sérums par les 
réactions de fixation (Kolmer), de floculation (Kline) et la réaction de 
Kahn-standard pratiquée sur plaque nous a montré que cette tech- 
nique assure un gain de verrerie (une plaque, pas un seul tube a 
hémolyse), de temps (distribution rapide, lecture immédiate, net- 
toyage de verrerie limité), et de réactifs (0,15 cm* de sérum). Son 
intérét se trouve accru lorsqu’une autre réaction de floculation sur 
lame, par exemple la réaction de Kline, lui est couplée. 

La microfloculation avec l’antigene standard de Kahn, telle que 
nous l’avons pratiquée, nous semble constituer une méthode sire, 
simple et pratique. 
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ANTITOXINE DIPHTERIQUE PURIFIEE 
A PARTIR DU COMPLEXE ANTIGENE-ANTICORPS 
1. — PREPARATION 


par F. YEU et D, PAVAGEAU. 


(Unstitut Pasteur, Annexe de Garches.) 


Nous avons cherché, au cours de trés nombreux essais, une technique 
permettant une production d’antitoxine purifiée A partir du complexe 
toxine-antitoxine. 

Depuis longtemps ce probléme a été abordé par de nombreux 
auteurs. Dés 1923, Ramon [4] a obtenu, par dissociation du complexe 
en milieu acide, un sérum antidiphtérique titrant 60 000 Lf par gramme 
de protéine. Peu aprés, Locke et Main [2] publient en 1926 des résultats 
sensiblement identiques, par dissociation du complexe au point iso- 
électrique, suivie d’électrodialyse et d’une extraction par l’éther. En 
1930, Marrack et Smith [3] préparent un sérum titrant 90000 Lf par 
gramme de protéine. Pappenheimer et Robinson [4], sept ans plus 
tard, obtiennent un produit contenant 310 000 Lf par gramme de pro- 
téine. Le titre du sérum purifié en 1939 par Pope et Healey est sensi- 
blement deux fois moins élevé (soit 140 000 Lf par gramme de protéine) 
que le précédent. Sandor [6, 7] signale en 1939, puis en 1942 que, par 
dissociation du complexe, on peut obtenir un produit dont « le degré 
de pureté est de trois A cing fois supérieur A celui des antitoxines 
obtenues par digestion protéolytique ». Northrop, en 1942 et en 
1948 [8, 9] utilisant la trypsine, obtient une fraction d’antitoxine 
cristallisée en fines paillettes titrant 112000 Lf par gramme de pro- 
téine. D’autres expérimentateurs emploient la papaine. Il résulte des 
recherches de Petermann en 1942 [40], que la papaine, comme la 
pepsine, scinde l’antitoxine brute en deux fractions égales, qui peuvent 
étre 4 nouveau divisées en deux, si l’on pousse la digestion. Petermann 
et Pappenheimer (1941) [44], Bridgman (1946) [12], Deutsch, Peter- 
mann et Williams (1946) [43], confirment ces résultats. Par précipi- 
tations successives des anticorps non antitoxiques au moyen de leurs 
antigenes spécifiques, Pope et Stevens préparent en 1953 [44] une 
antitoxine qui titre 211000 Lf par gramme de protéine. 

Comme le mentionnent Delsal et Mir Chamsy (1953) [45], « ces 
méthodes de dissociation du floculat toxine-antitoxine, qui permettent 
d’arriver & une pureté maximum de l’antitoxine, ne peuvent étre 
employées industriellement. » 

Nous exposons ci-dessous la technique que nous avons mise au 
point : par une floculation préliminaire, nous déterminons les volumes 
exacts de sérum et de toxine 4 combiner. Le complexe antigéne-anti- 
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corps est récupéré par centrifugation. Le précipité est alors lavé par 
V’eau physiologique a froid. 

Il est ensuite mis en suspension dans |’eau distillée, puis le complexe 
est dissocié en milieu acide, en présence de pepsine, A 31°, pendant 
une heure. Nous obtenons ainsi, d’une part la dissociation du complexe, 
et d’autre part le scindage de la molécule d’anticorps par l’action de la 
pepsine 4 pH 3,2. La solution devient limpide. On effectue ensuite une 
thermocoagulation 4 50°, 4 pH 5,2 qui représente le pH optimum pour 
1’élimination de certaines protéines inertes. Aprés filtration, nous 
éliminons l’antigéne, les traces de pepsine, ainsi que des pigments du 
sérum, par action d’un gel d’alumine. Le filtrat obtenu est partfai- 
tement limpide et incolore, il ne précipite ni a pH 4,2 en présence 
de 14 p. 100 de SO,(NH,),, ni & pH 8,2 4 68°. La décoloration par le 
charbon et le kaolin, 4 pH 8,2 n’est pas nécessaire [46]. La totalité des 
anticorps est précipitée par 32 g de SO,(NH,), pour 100 cm* de cette 
solution, & pH 6,4. On dialyse ce précipité contre de l’eau courante, 
puis on élimine les sels de calcium et des protéines inertes par chauf- 
fage 4 50° en présence d’un gel de phosphate tricalcique 4 pH 8,2. On 
centrifuge. La solution obtenue est rendue isotonique, elle est addi- 
tionnée d’un antiseptique, et filtrée sur une membrane stérilisante, 
apres avoir été ajustée A pH 6,2 [46]. Trois chauffages 4 55°, 4 un 
jour d’intervalle, ainsi qu’un séjour de plus de huit mois 4 + 4°, n’ont 
modifié ni l’activité antitoxique, ni l’aspect de ce sérum, qui demeure 
parfaitement limpide. 

Plus de 50 essais ont été effectués pour aboutir a cette technique. 
Certains ont porté sur des volumes de 60 4 70 1 de mélange de toxine 
et d’immumsérum spécifique. Suivant que nous avons utilisé au 
départ un sérum brut, un plasma brut, ou un sérum purifié par la 
technique courante, nous avons obtenu les résultats groupés dans le 
tableau I. 

Tasieau I. 


Protéines % 
Taux de 
purification 
Rendement % 


Sérum brut 


Antitoxine 
obtenue 


Plasma brut 
Antitoxine 
obtenue 
Sérum purifié 


(technique 
habituelle 


obtenue 


Antitoxine 5200] G2 00.000 625 
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Les chiffres mentionnés dans ce tableau montrent que le taux de 
purification est supérieur lorsqu’on utilise un sérum brut. La présence 
du fibrinogéne dans le plasma expliquerait sans doute les résultats 
moins bons lorsqu’on utilise un plasma brut. 

Les faibles quantités traitées, dans quelques préparations a partir du 
sérum purifié préparé par la technique habituelle, expliquent le mau- 
vais rendement de |’opération. 

Ii est & noter qu’en partant de produits bruts (immunsérums et 
toxine), nous obtenons une antitoxine purifiée de qualité égale et méme 
supérieure & celle obtenue en partant d’un sérum préalablement 
purifié. Il serait intéressant d’appliquer cette technique en utilisant 
une toxine purifiée. 


En résumé, la technique que nous avons briévement exposée offre 
Vavantage d’étre simple et rapide. L’antitoxine diphtérique que nous 
avons obtenue par ce procédé titre 11 000 Lf par centimétre cube pour 
9 p. 100 de protéine, soit 125000 Lf par gramme de protéine, soit 
encore 786 Lf par milligramme de N. Le taux de purification est de 34, 
et le rendement de 46 p. 100. 

Cette technique peut étre appliquée a la purification d’autres immun- 
sérums, tels que les sérums antitétanique, antistaphylococcique, anti- 
gangréneux, etc. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans _ les 
Annales de Institut Pasteur : 


Etude des causes du mauvais fonctionnement d’une station 
d’épuration des eaux usées, par M™ H. Winocrapskxy. 


La place du tréponéme de culture, souche Reiter, dans la 
sérologie de la syphilis, par P. Gastiyer, H. Berrens et R. Ostevx. 
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Antitoxine diphtérique purifiée 4 partir du complexe antigéne- 
anticorps. ; I. Quelques propriétés immunologiques et 
physico-chimiques, par F. Yeu et D. Pavacrav. 


Présence de l’antigéne hétérophile bovin J dans le sérum de 
Vhomme et des mammiféres, par A. Eyouem et L. Popntacnour. 


Action de produits mitostatiques de synthése sur le crown- 
gall, par P. Maniz et J. Fourneav. 


AVIS 


ASSOCIATION DES ANCIENS ELEVES DIPLOMES 
DE L’INSTITUT PASTEUR, A PARIS 


Les Anciens Eléyves des Cours de Microbiologie et Immunologie, et 
des Cours de Sérologie de l'Institut Pasteur de Paris sont informés 
qu’il s’est constituté une Association destinée a les grouper. 

Tous les éléves qui ont suivi ces enseignements et qui ont obtenu 
soit le Certificat d’assiduité. (antérieurement 4 1948), soit le dipléme, 
depuis que des examens ont été institués a l’issue de ces cours (posté- 
rieurement a 1948), sont cordialement invités A se faire connaitre en 
indiquant leurs noms et prénoms, leurs titres et fonctions actuelles, 
leur adresse et l’année ot: ils ont suivi l’enseignement. [ls sont 
invités par la méme occasion a adhérer 4 1’Association en versant une 
cotisation de 500 francs pour l’année 1955-1956. 

Les objectifs immédiats de ce mouvement sont : 

1° De réunir toutes les informations nécessaires 4 la constitution 
d’un annuaire général des Anciens Eléves de la Maison de Pasteur, en 
France, Outre-Mer et a ]’Etranger, quelles que soient leur discipline 
d’origine, leur profession actuelle et leur nationalité. 

2° De défendre la valeur du titre d’Ancien Eléve Diplémé de 1’Ins- 
titut Pasteur contre les abus ou usurpations, mais aussi de défendre 
en toutes circonstances les intéréts et prérogatives de ceux qui y ont 
droit, en particulier dans le domaine administratif et professionnel 
a lVoccasion des concours publics et privés, dans la mesure des pou- 
voirs de l’Association en France et a 1]’Etranger . 

3° De procurer aux Anciens Eléves des informations et renseigne- 
ments sur l’actualité scientifique en Microbiologie et Immunologie, 
sur les places vacantes et postes 4 pourvoir, et en général de promou- 
voir entre tous les bénéficiaires du Titre les services de solidarité qui 
pourraient étre jugés désirables. 

Seule représentative, 1’Association, constituée selon la loi du 
1 juillet 1901, est placée sous le patronage de la Direction de 1’Institut 
Pasteur, sous la Présidence d’honneur de M. le professeur Pasteur 
Vallery-Radot, Membre de 1’Académie Frangaise et de 1’Académie natio- 
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nale de Médecine, et de M. le professeur Jacques Tréfouél, Membre 
de l’Académie des Sciences et de 1’Académie nationale de Médecine. 

Pour tous renseignements et correspondance, s’adresser au D? P. Kh. 
Brygoo, a l'Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris ‘XV°), 
siége de 1’Association. 


LIVRES RECUS 


P. Cazal. — Histopathologie du foie. Le diagnostic des affections hépa- 
tiques. Etudes Iconographiques. 1 vol., 207 p., 218 fig., 2 pl. en 
couleurs. Masson, édit., Paris, 1955. Prix: broché, 4 000 fr. ; 
cartonné, 4 800 fr. 


Comme l’indique son titre, ce beau volume contient surtout une 
iconographie consacrée aux maladies hépatiques les plus courantes. 
Le texte accompagnant les photographies est succinct, mais clair et 
suffisant. En dix chapitres sont traités successivement : l’aspect histo- 
logique du foie normal, le foie cardiaque, les lésions hépatiques d’ori- 
gine biliaire, les hépatites infectieuses secondaires, les hépatites virales 
primitives, les hépatites toxiques, les lésions métaboliques et endo- 
criniennes, les cirrhoses, les lésions hépatiques au cours des maladies 
du sang et des organes hématopoiétiques, les tumeurs hépatiques, les 
notions essentielles sur la ponction-biopsie du foie et les techniques 
utilisées par l’auteur. 

Les microphotographies sont excellentes et souvent accompagnées 
d’un schéma utile. Presque toutes sont en noir, quelques-unes en cou- 
leurs. On doit constater une fois de plus que la reproduction des pho- 
tographies histologiques en couleurs sur papier est loin d’étre au 
point (par exemple le granulome éosinophile est impossible A inter- 
préter). 

Il est regrettable qu’un aussi beau travail néglige complétement cer- 
taines affections hépatiques d’importance primordiale pour les _histo- 
logistes coloniaux. La fiévre jaune n’est méme pas citée ; de méme 
aucun des syndromes de malnutrition. 

Certains chapitres nous semblent de méme insuffisamment traités 
(es tumeurs, par exemple). 

Bibliographie succincte, mais utile. 

J.Ge 


Les maladies avec auto-anticorps. Rapports présentés au XXX°* Congrés 
Frangais de Médecine, Alger, 1955. 1 vol. 280 p., Masson, édit., 
Paris, 1955. Prix : 1 600 fr. 


Le volume comprend les rapports suivants: Les auto-anlicorps ei 
pathologie générale, par A. Lemaire et J. Debray. Rate, anticorps et 
syndromes immuno-hématologiques, par J. Bernard et G. Mathé. 
Recherches sérologiques sur les anémies hémolytiques acquises, par 
J. J. van Loghem, D. E. Mendes de Leon et Mia van der Hart. Les 
anémies hémolytiques acquises par auto-anticorps, par J. Olmer, 
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R. Muratore et Y. Carcassonne. Purpura immunologique, une nouvelle 
entité pathogénique ? par M. Stefanini. Agranulocytose et leucopénies 
par auto-anticorps, par J. Dausset. Les hémoglobinuries avec auto- 
anticorps, par Ch. Gernez-Rieux, H. Goudemand et J. Samaille. Les 
auto-anticorps cytotoxiques, par Guy Voisin. Les hémopathies avec 
auto-anticorps en pathologie expérimentale et comparée, par A. Eyquem. 


Comité mizte O. I. T.-O. M. S. de VHygiéne des Gens de Mer ; deuxiéme 
rapport. O. M.S., Série de Rapports techniques, 1955, n° O2 Prix: 
Fr. s. 1, 1/9, $ 0,30. (Dépositaires pour la France: Librairie 
Masson, 120, boulevard Saint-Germain, Paris-6°.) 


Les nouveaug antibiotiques et Vorientation actuelle de lUantibiothé- 
rapie. Rapports présentés au XXX° Congrés Frangais de Méde- 
cine, Alger, 1955. 1 vol., 392 p., Masson, édit., Paris, 1955, 
Prix : 2 300 fr. 


Les rapports suivants ont été présentés : Les rancons des anti- 
biotiques, par P. Mollaret et R. Bastin. Intérét des antibiotiques nou- 
veaux et des données du laboratoire, par R. Martin, Y. Chabbert, 
B. Sureau, M. Véron et L. Martin. Les associations d’antibiotiques, par 
P. Sédallian, A. Bertoye et M. Carraz. La résistance bactérienne aux 
antibiotiques, par M. Welsch. La résistance bactérienne croisée aux 
antibiotiques, par J. Monnier et J. Quercy. Les récents aspects de l’anti- 
biothérapie dans la tuberculose pulmonaire, par A. Levi-Valensi et 
C. Molina. Les manifestations allergiques et toxiques des antibiotiques, 
par G. Bickel. L’érythromycine, par L. de Gennes et B. Mathieu de 
Fossey. Les accidents par lyse microbienne au cours de l’antibiothérapie, 
par J. Reilly, A. Compagnon, P. Tournier et R. Bastin. Les renforts 
de Vantibiotherapie, par E. Benhamou, F. Destaing et A. Sorrel. 

Eee 


Paul Hauduroy. — Derniers aspecls du monde des Mycobactéries. 1 vol., 
’ 93 p., Masson, édit., Paris, 1955. Prix : 750 fr. 


L’auteur fait le point des connaissances acquises dans ce domaine 
au cours des derniéres années, en insistant particulitrement sur les 
faits expérimentaux. Il tente d’abord de définir et de distinguer viru- 
lence et pouvoir pathogéne ; puis il étudie les tests cyto-chimiques de 
la virulence : test de Dubos et Middlebrook, de H. Bloch, de Desbordes, 
de Wilson et coll. Le chapitre suivant est consacré aux « colonies en 
torsades », (« serpentine cords » des auteurs de langue anglaise), aux 
rapports entre l’apparition des torsades et le pouvoir pathogéne et aux 
recherches qui ont été faites par Dubos, puis par Bloch (isolement du 
« cord factor ») dans le but de trouver la substance responsable de la 
formation des torsades. D’autre part, on a découvert récemment que 
certaines cultures considérées comme pures étaient en réalité des 
mélanges de plusieurs Mycobactéries, et l’existence de ces mélanges 
entraine des erreurs et pose des problémes dont la solution n’est pas 
simple ; pourrait-on parler de « limpureté de certaines cultures 
pures »? Enfin Je dernier chapitre traite des Mycobactéries « anor- 
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males »; c’est l’étude expérimentale qui a permis de mettre en évi- 
dence leurs caractéres spéciaux, et en particulier 1’inoculation aux 
animaux de laboratoire, qui révéle des pouvoirs pathogénes « irré- 
guliers » par comparaison avec les notions classiques. L’étude de ces 


germes, qui promet d’étre fort intéressante, est loin pes pee 


G. Discombe. — Blood transfusion. A guide to the practice of érans- 
fusion within hospitals. 1 vol., 54 p., William Heinemann, édit., 
Londres, 1955. Prix : 6 sh. 


Comme |’indique son titre, il s’agit ici d’un opuscule essenticllement 
pratique, destiné au clinicien ne possédant pas encore l’expérience des 
transfusions, et signalant les difficultés et les dangers que l’on peut 


rencontrer et le moyen de les éviter. 
He i 


Alberte Pullman ct Bernard Pullman. — Cancérisation par les substances 
chimiques et structure moléculaire. 1 vol., 306 p., 59 fig., Masson, 
édit., Paris, 1955. Prix : 2 800 fr.. 


On sait depuis longtemps que le cancer peut étre provoqué par des 
substances chimiques de structure définie, mais un des problémes 
principaux qui se posent est l’établissement d’une relation entre l’ac- 
tivité cancérogéne des molécules et leur structure, cette activité étant 
extrémement sensible A des modifications, méme tres limitées, de fa 
structure moléculaire. A partir de 1940, une technique nouvelle a été 
appliquée 4 l’examen de ce probléme ; elle est basée sur 1’étude théo- 
rique de la structure des molécules cancérogénes 4 l’aide des procédés 
mathématiques issus de la mécanique ondulatoire et il est bien établi 
que cette méthode offre un moyen extrémement puissant pour élucider 
la « structure électronique » des molécules. Le but du présent ouvrage 
est de décrire les résultats obtenus dans ce domaine en évitant presque 
totalement tout développement mathématique, de facon a rendre le 
livre accessible 4 tous les médecins, chimistes, biochimistes, etc. que 
la question intéresse. Il est évidemment impossible de résumer un tel 
travail. Les auteurs ont pu d’abord établir les relations quantitatives 
entre l’activité cancérogéne et la charge électronique localisée dans 
une certaine région de la molécule, la « zone K », ot: la densité des 
électrons dépassant un certain seuil, des réactions seraient capables 
de se produire, permettant au cancérogéne de se fixer sur un substrat 
de la cellule. D’autres centres de réactivité, les « régions L et M », 
furent ensuite découverts, et la suite des recherches considérables aux- 
quelles les auteurs se sont livrés leur permet de penser que le pouvoir 
cancérogéne parait déterminé par les caractéristiques électroniques de 
régions bien définies de la molécule et que le probléme de l’activité 
cancérogéne des molécules est en premier lieu un probléme de réactivité 
chimique. On peut conclure, avec le professeur Lacassagne, qui a pré- 
facé l’ouvrage, que la théorie électronique de l’action cancérogéne des 
molécules apparait « comme la plus cohérente de celles proposées 
jusqu’ici ». 

Hse 
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Comité miazte F.A.O.-O.M.S. d’Experls de la Nutrition ; quatriéme 
rapport. O. M.5S., Série de Rapports techniques, 1955, n° 97. Prix : 
Fr. s. 2, 3/6, $ 0,60. (Dépositaires pour la France : Librairie Masson, 
120, boulevard Saint-Germain, Paris-6°). 


H. Lees. — Biochemistry of autotrophic bacteria. 1 vol., 112 p., Butter- 
worths scientific publications, édit., Londres, 1955. Prix : 21 sh. 


Il n’existe pas d’ouvrage qui soit spécialement consacré aux  bac- 
téries autotrophes. C’est pourquoi l’auteur a écrit ce petit manuel 
destiné aux étudiants en biochimie et qui néglige volontairement les 
autres points de vue de la question. Il faut reconnaitre avant toutes 
choses que de nombreux problémes subsistent dans ce domaine ; 
cependant on peut essayer de faire le point. Aprés avoir défini la vie 
autotrophe et les conditions nécessaires pour qu’elle se rencontre, 1’au- 
teur passe en revue les divers types de bactéries autotrophes et leur 
place dans la nature. Un chapitre de caractére plus spéculatif est 
consacré aux autotrophes dans 1]’évolution, chapitre dans lequel 1’auteur 
tente de suivre l’histoire de ces bactéries depuis les premiers Ages de 
la terre auxquels toute source d’énergie, en dehors de la lumiére 
solaire, faisait défaut. Chaque chapitre est suivi d’une courte biblio- 
graphie et un petit index alphabétique termine le livre. 

els. ite 


Report of the Medical Research Council for the year 1953-1954. 1 vol., 
274 p., Her Majesty’s Stationery Office édit., Londres, 1955. 
EriceeadeswGrd- 


Houben-Weyl. — Methoden der organischen Chemie. 4° édit. compleé- 
tement remise 4 jour. Vol. III, 2° partie : Méthodes physiques 
d’investigation. 1 vol., 1078 p., 507 fig. Georg Thieme, édit., 
Stuttgart, 1955. Prix : 186 DM. 


La place de plus en plus importante prise par les méthodes phy- 
siques eh chimie organique a amené les éditeurs des Methoden der 
organischen Chemie a leur consacrer un volume entier dans la nouvelle 
édition de leur traité. 

Les méthodes physiques utilisées en chimie organique peuvent étre 
classées en deux catégories : d’une part les méthodes « classiques » qui 
ont acquis définitivement droit de cité dans les laboratoires de chimie 
organique et qui, méme lorsqu’elles nécessitent un appareillage cot- 
teux (cas de la spectroscopie I. R. par exemple), peuvent étre assimilées 
assez rapidement par un chimiste ; d’autre part les méthodes qui sont 
d’un emploi exceptionnel ou qui n’intéressent qu’un nombre restreint 
de chercheurs : leur réalisation et leur interprétation sont souvent plus 
du ressort du physicien que du chimiste ; c’est le cas par exemple des 
méthodes d’analyse utilisant la diffraction des électrons. 

Ces deux catégories sont représentées dans le 3° volume des 
Methoden der organischen Chemie, mais elles sont traitées chacune 
dans un esprit différent. Dans le cas des méthodes « classiques », nous 
trouvons, aprés un rappel des bases théoriques, une description détaillée 
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du mode opératoire et, lorsque le sujet le nécessite, l’interprétation des 
résultats. Dans cette catégorie peuvent se classer les chapitres traitant 
des mesures de conductivité, des mesures de pH, des indicateurs, de 
V’électrophorése quantitative en cuve, du potentiel d’oxydo-réduction 
des corps organiques, de la réfractométrie et de la polarimétrie (ces 
deux derniers chapitres un peu trop succincts), de la diffraction lumi- 
neuse, de la spectroscopie d’absorption dans le visible, 1’U. V. et I'l. R., 
ainsi que le chapitre consacré aux spectres Raman. 

Dans la seconde catégorie, par contre, les détails opératoires ne sont 
que briévement exposés : l’essentiel est de faire connaitre a l’organicien 
le principe des méthodes, leurs limites et les problémes qu’elles sont 
susceptibles de résoudre ; nous classerons dans cette catégorie les cha- 
pitres consacrés 4 la polarographie (d’un usage relativement restreint 
en chimie organique, bien que d’une exécution aisée), aux méthodes 
d’analyse par diffraction d’électrons ou par rayons X, a la spectroscopie 
en ondes millimétriques, aux méthodes magnétochimiques, a l’emploi 
des ultrasons et du microscope électronique en chimie organique. 

Quant au chapitre sur la fluorescence et la phosphorescence, il peut 
difficilement, par sa briéveté et l’esprit dans lequel il est traité, se 
classer dans l’une ou l’autre de ces catégories. 

Certains de ces chapitres intéresseront non seulement les chimistes, 
mais aussi les biologistes : nous pensons, en particulier, aux exposés 
consacrés aux mesures de conductivité et de pH, aux indicateurs 
colorés, 4 l’électrophorése et au potentiel d’oxydo-réduction. 

Les chapitres concernant la spectroscopie dans le visible, 17U. V. et 
LI. R. méritent une mention particuliére. Ils sont remarquablement 
complets dans le domaine de J’interprétation des spectres et ne le 
cedent en rien & des ouvrages classiques comme celui de Gillam et Stern 
pour 1’U. V., ou celui de Bellamy pour II. R. Us permettront 4 de nom- 
breux organiciens d’utiliser des méthodes dont les possibilités ne sont 
pas toujours exploitées malgré la présence de plus en plus fréquente 
dans les laboratoires de spectroscopes utilisables dans 1’U. V. 

Cet ouvrage extrémement intéressant est susceptible de trouver une 
audience beaucoup plus large que les autres volumes de cette série : 
il intéressera a la fois les organiciens et les biologistes, en rappelant 
aux uns.et aux autres l’aide que peut apporter la physique dans la 
clarification de nombreux problémes. 

Rake 


Comité d’Exzperts pour la Standardisation biologique ; huitiéme rap- 
port. O.M.S., Série de Rapports techniques, 1955, n° 96. Prix : 
Fr. s. 1, 1/9, $ 0,30. (Dépositaires pour la France : Librairie Mas- 
son, 120, boulevard Saint-Germain, Paris-6°.) 


Le Gérant: G. Masson. 


Dépot légal. — 1956. — der trimestre. — Numéro d’ordre 2369. — Masson et Cie, édit., Paris. 
Ancne Imp. de la Cour d’Appel, 4, rue Cassette, Paris. 


